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ไดแยกและหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. AG-2 ใช 

E. coli DH5α เปนเซลลเจาบาน โดยทํา Southern hybridization เพื่อติดตามยนีเดกซแทรนเนส
และคัดเลือกโคลนโดยทาํ Dot blot hybridization ดวยดีเอ็นเอตดิตาม DEX-probe ที่ไดจาก
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอร DEXFWD2 และ DEXREV ที่ออกแบบจากบริเวณ
อนุรักษของยนีที่ประมวลรหัสสรางเดกซแทรนเนสสามชนิด โคลนชิ้นดีเอ็นเอ BamHI ขนาด 1,977 
คูเบส โดยใช pGEM-7Zf(+) เปนดีเอ็นเอพาหะ ระบุเปน pSUDEX1 เมื่อเปรียบเทยีบความเหมอืน
ของ SUDEX1 พบวามีบางสวนทางปลาย 5’ ของยีน sdx สรางดีเอ็นเอติดตาม PB-probe จากชิน้
ดีเอ็นเอ PstI-BamHI ทางปลาย 3’ ของ SUDEX1 ไดโคลนชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX2 ที่เปนสวนปลาย3’
ของยีน sdx จากการเปรียบเทียบความเหมือนไมพบรหัสหยุด จงึสรางดีเอน็เอติดตาม BP-probe
จากชิน้ดีเอ็นเอ BamHI-PstI ทางปลาย 3’ ของชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX2 เพื่อใชติดตามชิ้นดีเอ็นเอสวน
ที่เหลือของยีน sdx โคลนชิน้ดีเอ็นเอ SUDEX3 ได เมือ่วิเคราะหลาํดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอ
ทั้งหมดทีโ่คลนไดพบกรอบอานรหัสเปดของยีน sdx มีขนาด 1,899 คูเบส ที่ประมวลรหัสสราง
โปรตีนประกอบดวยกรดอะมิโนขนาด 633 หมู ขนาดประมาณ 70.3 กิโลดัลตัน และพบบริเวณจบั
เกาะของไรโบโซมและ inverted repeat เปรียบเทียบความเหมือนของโปรตีน SDX พบวามีความ
เหมือนกับเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter globiformis T-3044, เดกซแทรนเนสของ 
Arthrobacter sp. CB-8 และไอโซมอลโทไทรโอเดกซแทรนเนสของ Brevibacterium fuscum var. 
dextranlyticum 0407 83%, 82% และ 79% ตามลําดบั และไดโคลนชิ้นดีเอน็เอ SUDEX3 เขาสู 
พลาสมิด pSUDEX1 เพื่อเชื่อมตอยีน sdx ใหสมบรูณ 
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 The gene encoding dextranase was isolated from the genomic DNA of 
Arthrobacter sp. AG-2 by using E. coli DH5α as host. DEX-probe amplified by 
DEXFWD2 and DEXREV primers, designed from conserved regions of 3 dextranases, 
was labeled with DIG and used for detection of dextranase gene by Southern and Dot 
blot hybridization. The 1.9 base pairs BamHI fragments was cloned into pGEM-7Zf(+) 
designated as pSUDEX1 and contained 5’ portion of dextranase gene as indicated by 
homology comparison. To isolated 3’ end of sdx , the PstI-BamHI fragment (PB-probe) 
obtained from 3’ end of SUDEX1 was used as probe to clone 3’ portion of gene 
designated as SUDEX2.  SUDEX2 fragments lacked stop codon and downstream 
element. Similarly, BP-probe obtained from 3’ end of SUDEX2 was used as probe to 
clone the remaining portion of the gene (SUDEX3). The complete dextranase gene 
contained 1,899 base pairs and encoded a protein of 633 amino acids with expected 
molecular weight of 70.3 kDal.  A putative ribosome binding site and inverted repeat 
were also found. The amino acid sequence identity compared with  endodextranase 
from    Arthrobacter globiformis  T-3044, dextranase from Arthrobacter sp. CB-8 and 
isomalto-triodextranase from Brevibacterium fusum var. dextranlyticum were 83%, 82% 
and 79% respectively. The deduced amino acid sequences contained 7 conserved 
regions among endodextranase, isomalto-triodextranase and isopullulanase. Finally, 
SUDEX3 was cloned into pSUDEX1 in order to construct complete gene. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

 โรคฟนผ ุ (dental caries) เปนโรคติดเชื้อหรือโรคฟนทีม่ีความสมัพนัธกับจุลินทรีย มักพบ
ในชุมชนของประเทศทีม่ีการพัฒนาทางอตุสาหกรรม  เปนโรคที่กอใหเกิดการเจ็บปวดและยัง
ทําลายเนื้อเยือ่สวนที่แข็งของฟนซึ่งประกอบดวยผิวเคลอืบฟน เนือ้ฟน และเคลือบรากฟน  
สามารถนําไปสูการติดเชื้อของประสาทฟนได การตดิเชื้อจากสวนนี้สามารถกระจายทั่วรางกาย
และอาจถึงแกชีวิตได  รวมทัง้การรักษาโรคกอใหเกิดการสูญเสยีเวลาในการทํางานและทาํให
สิ้นเปลืองเงนิจํานวนมาก ดังนั้นการศึกษาวจิัยเพื่อหาแนวทางปองกันโรคฟนผจุึงเปนเรื่องจําเปน
อยางยิ่ง 
 โรคฟนผุเกิดจากสาเหตุที่สาํคัญสองประการ ไดแก จุลินทรยีในชองปากสามารถใช
คารโบไฮเดรตเปนแหลงพลงังานผานกระบวนการไกลโคไลซิส และเปลี่ยนไปเปนกรดอินทรีย เชน 
กรดแลคติค กรดอะซิติค และกรดโปรพิออนิค เปนตน ซึ่งจะละลายแคลเซียมฟอสเฟตของผิว
เคลือบฟนจนเกิดฟนผุข้ึน (demineralization) (Melville และ Russell, 1981; Thytrup และ 
Fejerkov, 1986) และอีกสาเหตุคือ  พฤติกรรมการบริโภคอาหาร (Noltel, 1973; Melville และ 
Russell, 1981; Wolinsky, 1988) ไดแก ความถี่ในการรับประทานอาหารและชนิดของอาหาร เปน
ตน  
 แบคทีเรียในชองปากมีหลายชนิดทั้งที่ตองการออกซเิจน (aerobes)  และไมตองการ
ออกซิเจน (anarobes)  แบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive bacteria)  แบคทีเรียแกรมลบ 
(Gram-negative bacteria)  สไปโรขีด (spirochete) ฟวซิฟอรมแบซิลไล (fusiform  bacilli)      
แอคติโนมัยซสิ (actinomyces)  อราชเนยี (arachnia)  ยูแบคทีเรีย (eubacteria)  แลคโตแบซิลไล 
(lactobacilli) และสเตรปโตคอกไค (streptococci)  โดยสองชนิดหลังนี้มีบทบาทที่สําคัญตอการ
กอใหเกิดโรคฟนผุเพราะสามารถผลิตกรดไดในระดับสูงและสรางพอลแิซ็กคาไรด ซึ่งเปนปจจัยที่
สําคัญตอการกอโรคฟนผ ุ(Burnett และ Scherp, 1962; Melville และ Russell, 1981) 
 แบคทีเรียในกลุมสเตรปโตคอคไคที่อาศัยในชองปาก เชน S. mutans, S. sanguis, S. 
sobrinus, S. cricetus, S. rattus เปนตน (Curtiss, 1985; Freedman และ Guggenheim, 1983; 
Hamada และ Slade, 1980) สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดประเภทกลูแคนที่ประกอบดวยกลูโคส
เปนหนวยยอย โดยแบงเปน 2 กลุม คือ กลูแคนที่ละลายน้าํ (เดกซแทรน) ซึ่งประกอบดวยกลูโคสที่
ตอกันดวยพันธะแอลฟา-1,6 เปนสวนใหญ และกลูแคนที่ไมละลายน้ํา (มิวแทน) ประกอบดวย
กลูโคสที่ตอกนัดวยพันธะแอลฟา-1,3 เปนสวนใหญ (Ceska และคณะ 1972; Guggenheim, 
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1970) โดยจุลินทรียเหลานีจ้ะยึดเกาะกับผิวฟนและสรางเดกซแทรนซูเครส หรือ กลูโคซิลทรานส
เฟอเรส (GTF) ซึ่งเรงปฏิกิริยาพอลิเมอรไลเซชันสวนกลโูคสของซูโครสไปเปนเดกซแทรนและปลอย
ฟรักโทสอิสระออกมา (Cole, 1977; Van Houte และ Russo, 1986) 
 เดกซแทรนเปนฮอมอพอลเิมอรของกลูโคสที่มีหนวยยอยของกลูโคสตอกันดวยพนัธะ
แอลฟา-1,6-ไกลโคซิดิกและมีสายที่แตกแขนงออกจากสายหลกัดวยแอลฟา-1,3-ไกลโคซิดิก  
เดกซแทรนมนี้าํหนักโมเลกุลสูง มีสมบัติละลายน้ําไดยากและมีลักษณะเหนียวหนืดชวยใหเชื้อ         
จุลินทรียที่ผลิตเดกซแทรนไดและเชื้อชนิดอ่ืนๆยึดเกาะกบัผิวฟนแบบติดแนน (adherence) จึงทํา
ใหจุลินทรียไมถูกกําจัดออกจากชองปากไดโดยงายแมจะยึดเกาะกับพืน้ผิวสวนที่ไมมีสิ่งปกคลุม 
และเดกซแทรนยังจับกับไกลโคโปรตีนในน้ําลายและเศษอาหารในชองปากเกิดเปนคราบจุลินทรยี 
(plaques) ซึ่งกอใหเกิดโรคฟนผุในที่สุด (Guggenheim, 1970)   
 วิธีปองกันฟนผุมีหลักการคอื การเพิ่มความตานทานใหกับฟน  การปองกันการเกดิกรดใน
คราบฟนและการควบคุมจุลินทรียในคราบฟน  โดยวิธปีองกันฟนผุไดแก  การเคลอืบรองฟน  การ
ใชสารฟลูออไรด  การใชน้าํตาลเทียม  การใชยาปฏิชีวนะและสารตอตานเชื้อจุลินทรีย  และการใช
วัคซีนปองกนัฟนผ ุ   แตวธิกีารเหลานีม้ักเกิดผลเสียขางเคียงตอรางกายและใชคาใชจายสงู  จาก
การศึกษาและมีความเขาใจกระบวนการเกาะติดของจุลินทรียที่มีตอผิวฟนมากขึ้นและพบวาวธิี
ปองกันฟนผุทีไ่ดผลดีที่สุดคือการทาํใหพื้นผิวฟนไมเหมาะสมตอการตั้งถิ่นฐานของแบคทีเรีย  จงึ
เร่ิมนําเอนไซมที่สามารถยอยสลายพอลิแซ็กคาไรดที่สรางจากจุลินทรยีในชองปากซึง่เปนสาเหตุ
สําคัญของการเกิดฟนผุมาศกึษาความสามารถในการยบัยั้งโรคฟนผุโดยการวิจยัทดลองกับ
สัตวทดลองและคน    โดยมีการนาํเดกซแทรนเนสมาผสมในน้าํดื่ม  ยาสีฟน  น้าํยาบวนปากและ
หมากฝรั่ง  พบวาสามารถลดอุบัติการณของฟนผุได (Fitzgerald และคณะ, 1968; Block และ
คณะ, 1969) 

เดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่จําเพาะตอการยอยสลายพันธะแอลฟา-1,6 ที่เชื่อมหนวย
ยอยของกลูแคนในสายเดกซแทรนทีม่ีชื่อเรียกตามระบบการเรียกชื่อเอนไซมวา α-1,6-glucan-6-
glucanohydrolase, E.C.3.2.1.11 พบในจุลินทรียหลายกลุม เชน รา และแบคทีเรีย เปนตน 
(Bailey และ Clarke, 1959; Richards และ Streamer, 1974)  แตจากการศึกษาพบวาราสามารถ
สรางเดกซแทรนเนสไดสูงมากเมื่อเทียบกบัจุลินทรยีกลุมอ่ืนๆ แตราสวนใหญมักสรางอะฟลาทอก
ซิน (aflatoxin)  ออกมาในสภาวะที่มกีารสรางเดกซแทรนเนส ซึ่งสงผลใหเกิดอาการแพ  ดงันัน้
เดกซแทรนเนสจากแบคทีเรียจึงมีความเหมาะสมในการนํามาใชลดการเกิดคราบฟนและฟนผุมาก
ที่สุด และจากการศึกษาผลขางเคยีงจากการใชเดกซแทรนเนสพบวาไมกอใหเกิดอาการระคาย
เคืองตอเยื่อบุผิวในชองปากและลิ้นแตอยางใด (Leach, 1969) 
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ในปจจุบนัไดมีการแยกและหาลาํดับนวิคลีโอไทดของยนีเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียแลว
ทั้งจากแบคทีเรีย  ราและยีสต (Aoki และ Sanoko, 1977) ทั้งนี้เพื่อนําขอมูลทางพนัธุกรรมไปใชใน
การปรับปรุงสายพนัธุ       จุลินทรียใหสามารถผลิตเดกซแทรนเนสในระดับสูงและลดตนทุนในการ
ทําบริสทุธิ์เอนไซมเพื่อนาํมาใชงานในระดบัอุตสาหกรรม   นอกจากนี้การวิเคราะหลําดับนิวคลโีอ
ไทดของยีนและเปรียบเทยีบความเหมือนในระดับยีนและโปรตีนกับเดกซแทรนเนสหลายๆชนิดจะ
ชวยอธิบายกลไกการยอยสลายเดกซแทรนของจุลนิทรยีตัวนัน้ๆไดวาเปนชนิดยอยสายเดกซแทร
นจากดานปลาย (exodextranase) หรือภายใน (endodextranase) 

งานวิจยันี้มจีดุมุงหมายที่จะแยกและหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสจาก  
Arthrobacter  sp. สายพนัธุ  AG-2  ซึ่งแยกไดจากแหลงดินในจังหวัดนนทบุรีโดย  ณฐินี  สุวรรณ
สิงห (2540)   
 



บทที่ 2 
 

วารสารปริทัศน 
 
จุลินทรียในชองปาก 
 จุลินทรียที่พบในชองปากมีหลายชนิด ไดแก ไวรัส  ยีสต  แบคทีเรีย  และโปรโตซัว สาเหตุ
ที่ทําใหในชองปากมีจุลินทรียหลายชนิดเขามาเกี่ยวของเพราะภายในชองปากประกอบไปดวย
บริเวณที่เหมาะสมตอการอาศัยของจุลินทรียไดหลายแบบ  ซึ่งแตละบริเวณก็มีปจจัยทาง
นิเวศวิทยาที่แตกตางกันไป (Marsh และ Martin, 1984) ไดแก 

1.  พื้นผิวภายในชองปากที่มีลักษณะแตกตางกัน เชน  เหงือก  กระพุงแกม  เพดาน  ล้ิน
และฟน  ซึ่งฟนเปนโครงสรางเพียงชนิดเดียวภายในปากที่มีลักษณะแข็ง   และทําหนาที่เปนพื้นผิว
ใหแบคทีเรียและผลิตผลของเชื้อจํานวนมากมาเกาะติดและพัฒนากลายเปนคราบจุลินทรีย 

2.  อุณหภูมิ  ปจจัยที่ไดรับผลกระทบจากอุณหภูมิไดแกการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
และการทํางานของเอนไซม  ภายในชองปากของคนเรามีอุณหภูมิคอนขางคงที่คือจะอยูระหวาง  
35-36  องศาเซลเซียส  ซึ่งเปนภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญของจุลินทรียหลายชนิด 

3.  ออกซิเจน  ภายในปากมีทั้งจุลินทรียพวกที่เจริญเติบโตไดทั้งในสภาวะที่มีและไมมี
ออกซิเจน (facultative anaerobic microorganism)  จุลินทรียพวกที่ตองการออกซิเจนในการ
เจริญเติบโต (aerobic microoraganism)  และจุลินทรียมีไมตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโต  
โดยปริมาณของออกซิเจนจะแตกตางกันไปตามบริเวณตางๆภายในชองปาก 

4.  สภาพความเปนกรด-ดาง  จุลินทรียสวนใหญตองการสภาพความเปนกรด-ดางที่
คอนขางเปนกลาง  ความเปนกรด-ดางภายในชองปากขึ้นอยูกับน้ําลายและอาหารที่รับประทาน
เขาไป  คาเฉลี่ยความเปนกรด-ดางของน้ําลายเทากับ 6.75  แตในขณะที่มีของหวานอยูในปาก
ความเปนกรด-ดางในปากจะลดลงอยางรวดเร็วเหลือ 5.0  ซึ่งเปนผลมาจากการเผาผลาญอาหาร
ของแบคทีเรียแลวกอใหเกิดกรดแลคติคขึ้น  จากนั้นความเปนกรด-ดางจะกลับคืนสูระดับใกล
ความเปนกลางอยางชาๆ โดยน้ําลายจะทําหนาที่ลดกรดที่จุลินทรียสรางขึ้น แตเนื่องจากลักษณะ
ของคราบจุลินทรียเปนการรวมตัวกันของกลุมจุลินทรียกับผลผลิตนอกตัวเซลลจุลินทรียทั้งที่
ละลายน้ําและไมละลายน้ํารวมตัวกันอยางซับซอน ดังนั้นคราบจุลินทรียจึงเปนตัวการสําคัญที่ทํา
ใหระดับความปนกรด-ดางภายในปากลดต่ําลง   ความเปนกรด-ดางในคราบจุลินทรียบริเวณรอย
ผุของฟนจะต่ํากวาความเปนกลาง จึงทําใหจุลินทรียที่ทนตอกรดไดเทานั้นที่มีชีวิตอยูรอดได   เชน 
สเตรปโตคอคไคและแลคโตแบซิลไล  
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5. โภชนาการ  อาหารที่แบคทีเรียในชองปากนําไปใชไดมาจากน้ําลายและน้ําเหลือง
เหงือกซึ่งมีสารประกอบพวกไนโตรเจน และวิตามินที่จําเปนตอการเจริญเติบโตของจุลินทรีย 
นอกจากนี้ในคราบจุลินทรียมีแบคทีเรียที่สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดทั้งภายในเซลลและผลิต
ออกมานอกตัวเซลลจากน้ําตาลซูโครสได    ซึ่งพอลิเมอรเหลานี้จะถูกนําไปใชขณะที่ขาดแคลน
อาหารพวกแปง   จะเห็นวาชองปากมีสภาวะโภชนาการที่อุดมสมบูรณจึงทําใหเกิดความ
หลากหลายของจุลินทรียขึ้น 

6. การยึดเกาะติดแนน  การกลืนอาหารแตละครั้งเปนการกําจัดจุลินทรียออกไปจากชอง
ปาก  เนื่องจากการเคี้ยวอาหารและการไหลเวียนของน้ําลายจะทําใหจุลินทรียที่เกาะติดไมแนนกับ
พื้นผิวภายในปากถูกกําจัดออกไปจากปากได  แตในบริเวณที่จุลินทรียไดรับการปองกันเปนอยางด ี
เชน รองฟน  รองเหงือก  และซอกฟน เปนตน  จุลินทรียจะถูกกําจัดออกไปยากมากกวาบริเวณอื่น      
มีจุลินทรียเพียงไมกี่ชนิดเทานั้นที่สามารถตั้งถิ่นฐานบริเวณพื้นผิวภายในชองปากที่ไมมีอะไร
ปองกัน  ซึ่งจุลินทรียเหลานี้ตองมีสมบัติพิศษในการเกาะติดคือ สามารถสรางสารพอลิแซ็กคาไรด
ชนิดไมละลายน้ําจากน้ําตาลซูโครสออกมานอกตัวเซลลได 

จากปจจัยทางนิเวศนวิทยาดังกลาวทําใหพบจุลินทรียหลากหลายชนิดภายในชองปาก  
โดยจุลินทรียสวนใหญที่มีอยูในปากจะเปนพวกแบคทีเรีย  ซึ่งแบคทีเรียสกุลตางๆที่แยกได
ตามปกติจากปากคนมีแสดงไวดังตารางที่ 2.1  
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ตารางที่  2.1  แบคทีเรียชนิดตางๆที่พบไดในชองปาก (ที่มา: จินตกร  คูวัฒนสุชาติ, 
2542) 
 

แบคทีเรียกรมับวก แบคทีเรียกรมัลบ 
                Streptococcus 
                Micrococcus 
                Peptostreptococcus 
                Actinomyces 
                Lactobacillus 
                Arachnia 
                Propionibacterium 
                Bifidobacterium 
                Eubacterium 
                Rothia 
                Bacterionema 

                 Neisseria 
                 Moraxsella 
                 Veillonella 
                 Haemophilus 
                 Actinobacillus 
                 Capnocytophaga 
                 Eikenella 
                 Campylobacter 
                 Selenomonas 
                 Centipeda 
                 Treponema 
                 Bacteroides 
                 Fusobacterium 
                 Leptotrichia 
                 Wolinella 

 
คราบจุลนิทรีย  
 คราบจุลินทรยีหมายถงึประชากรที่ซบัซอนของจุลนิทรยีที่พบอยูบนผวิฟนที่ฝงอยูในพอลิ
เมอรจากแบคทีเรียและน้าํลาย (Gibbons, 1980) คราบจุลินทรียเปนที่อยูอาศัยขนาดใหญของ    
จุลินทรียประกอบดวยจุลินทรียเปนสวนมากทีเ่หลือเปนสารอินทรียและสารอนนิทรีย มีลักษณะนุม 
หนืด  ยึดติดกับผิวเคลือบฟน  คราบจลุินทรียที่ถกูแคลซิไฟด (calcified) จะเปลี่ยนไปเปนหนิ
น้ําลาย (calculus หรือ tartar)  คราบจุลินทรียที่ติดบนผิวฟนสามารถแสดงใหเห็นไดโดยการบวน
ปากดวยสารละลายที่เปนส ี เชน erythrosin (Burnette และ Scherp, 1962) คราบจุลินทรียทีพ่บ
สวนใหญจะอยูในบริเวณผวิฟนที่ไดรับการปกปองเปนอยางดี เชน รองฟน  รองเหงอืกและซอกฟน  
คราบจุลินทรยีที่เกิดขึน้นี้ประกอบดวยแบคทีเรียประมาณ 70-80 เปอรเซ็นต  ที่สําคัญไดแก  
Streptococcus, Actinomyces, Neisseria และ  Bacteroides  นอกจากนี้มพีวก  รา  โปรโตซัว  
และไวรัส  เปนสวนนอย    การเปลี่ยนแปลงของจุลนิทรยีในชองปากสามารถเกิดขึ้นไดตลอดเวลา
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เปนผลจากปจจัยของสิ่งมีชวีิตที่เปนที่อาศัยของจุลินทรียหรือจากกิจกรรมตางๆที่เกิดขึ้นภายใน
ชุมชนของจุลนิทรีย 
การเกาะติดกับผิวฟนและการเกิดคราบจุลินทรีย  

การที่จุลินทรียจะตั้งถิน่ฐานไดสําเร็จ สิง่สําคัญคือจะตองมีการยึดเกาะของตวัเชือ้จุลิน 
ทรียขึ้นบนพืน้ผิวของฟนพรอมทั้งมีการเพิม่จํานวนของจลุินทรียใหมีจาํนวนมากขึ้นและเกิดการ
รวมตัวของเยือ่ฉาบฟน  แบคทีเรีย  และอาหาร  ที่สําคัญคือ โปรตีนและคารโบไฮเดรต จน
กลายเปนคราบจุลินทรยี (Hamada และ Slade, 1980) การยึดเกาะในระยะเริ่มแรกอาศัยอันตร
กิริยาไฟฟาสถติ (electrostatic interaction) โดยแบคทีเรียที่อยูในชองปากหลายชนดิมีสมบัติเปน
ประจุลบเนื่องจากกรดไลโพไทโคอิค (lipoteichoic acid) ที่อยูในผนงัเซลลและโดยปกติพืน้ผิวฟน
จะมีสมบัติเปนประจุไฟฟาลบเชนกนั  การยึดจงึตองอาศัยประจไุฟฟาบวกที่เปนพวกไดเวเลนต 
(divalents) ไดแก แคลเซียม ทาํหนาที่เปนสะพานเชื่อมโยง (Gibbons และ Van Houte, 1980) 
ตามที่แสดงในรูปที่ 2.1 

                 

�ตัวเซลล
แบคทีเรีย

�ผิวเคลือบฟน

แคลเซียม

แคลเซียม

แคลเซียม

 
 
รูปที่ 2.1  การเกาะของแบคทีเรียกับฟนโดยมีแคลเซียมเปนสะพาน (ที่มา: จินตกร คูวฒัน     
สุชาติ, 2542) 
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รูปที่ 2.2 แสดงการเปลี่ยนน้ําตาลกลูโคสไปเปนเดกซแทรนโดยกลูโคซิลทรานสเฟอเรส 
(ที่มา: จินตกร  คูวัฒนสุชาติ, 2542) 

 
หลังจากเกิดการเชื่อมตอโดยสะพานแคลเซียมแลวจะเกดิการเกาะติดแนน (Adherence) 

ของแบคทีเรียกับบริเวณที่เปนผิวฟนทั้งที่มแีละไมมีสิ่งปองกัน  ซึ่งการยึดเกาะแบบนี้ตองอาศยั  
พอลิแซ็กคาไรดชวยในการยดึเกาะ โดยแบคทีเรียชนิดที่ผลิตพอลิแซก็คาไรดไดในระดับสูงและมี
ความสาํคัญตอการกอโรคฟนผุคือสเตรปโตคอคไค โดยเฉพาะเชื้อ Streptococcus mutans  
แบคทีเรียในกลุมนี้มีเอนไซมกลูโคซิลทรานสเฟอเรส (glucosyltransferase) หรือ เดกซแทรนซู    
เครส (dextransucrase) ซึ่งเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยนซูโครสไปเปนพอลิเมอรของกลูโคสหรือเดกซ 
แทรนพรอมกบัปลดปลอยฟรักโทสอิสระออกมาดวย (Cole, 1977; Van Houte และ Russo, 
1986) ดังแสดงในรูปที ่2.2  

เดกซแทรนเปนฮอมอพอลเิมอรของกลูโคสที่มีหนวยของกลูโคสตอกนัดวยพนัธะแอลฟา-
1,6-ไกลโคสิดิก นอกจากนี้เดกซแทรนยงัมีสายที่แตกแขนงออกไปจากสายหลักดวยพันธะแอลฟา-
1,3-ไกลโคสิดิก   เดกซแทรนเปนพอลิเมอรที่มนี้ําหนักโมเลกุลสูงทําใหละลายน้าํไดยากและมี
ลักษณะเหนยีวหนืดสามารถจับกับผิวฟนไดดีจึงเหนีย่วนําใหแบคทีเรียชนิดตางๆมากอตัวรวมกัน  
นอกจากนัน้เดกซแทรนเหลานี้ยังจับกับไกลโคโปรตีนในน้ําลายและเศษอาหารทาํใหเกิดเปนคราบ
จุลินทรีย (dental plaques) และยังเปนแหลงอาหารและพลังงานใหกับจุลินทรียในสภาวะที่ชอง
ปากขาดอาหารจําพวกคารโบไฮเดรต (Guggenheim, 1970) 
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การเกิดโรคฟนผุ 
 ฟนผุเกิดจากคราบจุลินทรยี  โดยเมแทบอลิซึมของแบคทีเรียในคราบจุลินทรียจะเปลี่ยน
อาหารพวกคารโบไฮเดรต คือแปงและน้าํตาลไปเปนผลผลิตพวกกรดอินทรียหลายชนิด กรดที่
สําคัญคือ กรดแลคติค  ออกมาละลายเคลือบฟนและเนื้อฟนทาํใหเกดิฟนผ ุ ดังแสดงในรูปที ่2.3 

    
รูปที่ 2.3  เมแทบอลิซึมการเปลีย่นแปงและน้ําตาลไปเปนกรดแลคติคโดยเชือ้ 
Streptococci (ที่มา: จินตกร  คูวัฒนสุชาติ, 2542) 

 
การผลิตกรดของแบคทีเรียนีเ้ปนปจจยัที่สาํคัญของการเกิดฟนผ ุ แบคทีเรียหลายสายพันธุในคราบ
จุลินทรียสามารถสรางกรดและทนกรดได  แบคทเีรียที่สามารถผลิตกรดออกมาไดมากอยางเดนชดั
เรียกวา แอซิโดเจนิคแบคทีเรีย (acidogenic bacteria) ที่สําคัญและมีบทบาทตอการเกิดฟนผุคือ 
สเตรปโตคอคไคและแลคโตแบซิลไล โดยเฉพาะ S. mutans สามารถผลิตกรดไดอยางรวดเร็วและ
ยังสรางเดกซแทรนทาํใหเกดิการจับกับแบคทีเรียอื่นรวมถึงสารอาหารในชองปากเกิดเปนคราบ    
จุลินทรยีขึน้ได (McGhee และ Michalek, 1981)    และจากการศึกษากับสัตวทดลองที่ปราศจาก
เชื้อ    จุลินทรยีพบวา S. mutans สามารถกอโรคฟนผุไดมากที่สุด (Hamada และ Slade, 1980) 
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ในขณะที่แลคโตแบซิลไลจะมีบทบาทกบัฟนที่ผุไปแลวมากกวา  โดยปกติความเปนกรด-ดางของ
คราบจุลินทรยีจะเทากับ 6.75  แตหลังจากรับประทานอาหารคาความเปนกรด-ดางจะลดลงอยาง
รวดเร็วจนมีคาที่ต่ํากวา 5.5 เรียกวา คาความเปนกรด-ดางวกิฤติ (critical pH)   ทาํใหเคลือบฟน
ออนตัวและสลายออกมาไดงายเมื่อมีความกวางและลึกมากขึ้นก็จะกลายเปนฟนผุในเวลาตอมา 
(Burnett และ Scherp, 1962; Schachtele, 1982)  จากการศึกษาพบวาการลดลงของคาความ
เปนกรด-ดางขึ้นกับอาหารที่รับประทานและคราบจุลินทรีย คนที่ชอบรับประทานของหวานที่มี
น้ําตาลซูโครสอยูมาก พบวาคาความเปนกรด-ดางจะลดต่ําลงกวาคาความเปนกรด-ดาง วกิฤติ
มากกวาคราบจุลินทรียของคนที่รับประทานเฉพาะอาหารมื้อหลักเพียงอยางเดียว ดังนัน้น้ําตาล
ซูโครสจึงมีความสัมพันธกันมากกับการเกดิฟนผุ  (Shaw และ Roussos, 1978) สําหรับน้ําตาล
ซูโครสหรือน้ําตาลทรายนัน้มักนยิมมาใชทําอาหารมากกวาน้ําตาลชนิดอื่น เนื่องจากราคาถกู หา
งาย และมีรสชาติดี  นอกจากนี้น้าํตาลทรายเกือบทัง้หมดในประเทศไทยผลิตมาจากออยซึง่เปน
พืชเศรษฐกิจราคาถูกในประเทศดวย  ดังนัน้จึงยังพบปญหาฟนผุในกลุมประชากรโดยตลอด 

 
วิธีการปองกนัฟนผุ 

1. การใชสารฟลูออไรดเติมลงในน้ําดื่มและยาสีฟนเพื่อเพิ่มความตานทานใหกับฟน 
อยางไรก็ตามแมวาจะมีการใชสารฟลูออไรดอยางสม่าํเสมอแตก็ยังพบอุบัติการณของการเกิดฟนผุ
ได และหากใชสารนี้ในปริมาณมากเกนิไปทําใหกระดูกและฟนเปราะได (Keyes, 1968; Burnette 
และ Schuster, 1978; Melville และ Russell, 1981; Wolinsky, 1988) 

2. การใชน้ําตาลชนิดอ่ืนที่ไมใชสับสเตรตของเดกซแทรนซูเครส เปนแหลงใหความหวาน 
เชน แซคคาริน, ไซคลาเมท, ไลคาซิน, ซอรบิทอล หรือ สารสังเคราะห เชน แอสพาเทม เปนตน  แต
น้ําตาลที่นํามาใชทดแทนนี้มีปญหาเรื่องรสชาติและราคาแพง  อีกทั้งยังไมสามารถทนตออุณหภูมิ
สูงได (Keyes, 1968; Burnett และ Schuster, 1978; Melville และ Russell, 1981) 

3. การใชสารตอตานจุลินทรียที่เปนสารปฏิชีวนะ เชน เพนนิซิลลิน, เตตราไซคลิน และอี
ริโธรมัยซิน เปนตน และการใชสารสําหรับฆาเชื้อโดยเติมลงในน้ํายาบวนปาก  สําหรับวิธีนี้ไมเปนที่
นิยมเพราะอาจเกิดผลขางเคียง เชน การแพยาหรือการดื้อยาของเชื้อ (Burnett และ Schuster, 
1978; Melville และ Russell, 1981) 

4. การใชวัคซีนปองกันฟนผุโดยผลิตวัคซีนจาก S. mutans  แตมักเกิดปญหาการเกิดของ
แอนติบอดี-แอนติเจนคอมเพล็กซ ซึ่งมีผลทําลายเนื้อเยื่อหัวใจและยังกอใหเกิดการทาํลายอวยัวะที่
เกี่ยวของกับการไหลเวียนของเลือด เชน ไต (Michalek และ Childers, 1990) 

อยางไรก็ตามการปองกันฟนผดุวยวิธีดังกลาวสามารถใชไดผลในระดับหนึ่ง  แตวิธีปองกนั
ฟนผุที่ไดผลเปนอยางดีคือการทําใหพื้นผิวในชองปากไมเหมาะสมตอการตั้งถิ่นฐานของแบคทีเรีย  
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จากการที่เดกซแทรนเปนสาเหตุหลักของการจับเกาะของแบคทีเรีย  การใชเอนไซมเพื่อการเรง
ปฏิกิริยายอยสลายเดกซแทรนยังผลใหความหนืดลดลงจึงเปนวิธีที่เหมาะสมอีกวิธีหนึ่งในการ
ปองกันฟนผุ  เนื่องจากพบวาเดกซแทรนเนสสามารถยอยพอลิแซ็กคาไรดที่ไมละลายน้ําที่
แบคทีเรียขับออกมาเปนการลดการยึดเกาะของแบคทีเรียบนฟนลงได (Melville และ Russell, 
1981; Wolinsky, 1988) 
 
เอนไซมยอยสลายเดกซแทรน  
 สามารถแบงเอนไซมที่ยอยสลายเดกซแทรนออกเปน 2 กลุม ตามลักษณะการตัดบนสาย
เดกซแทรน (Mizuno และคณะ, 1999) 

1. เอนโดเดกซแทรนเนส 
  เอนโดเดกซแทรนเนสจะยอยสลายเดกซแทรนตรงตําแหนงพันธะแอลฟา-1,6 ที่ตําแหนง
ใดๆบนสายเดกซแทรนและปลดปลอยไอโซมอลโทแซ็กคาไรดหลายๆชนิด เชน  ไอโซมอลโทส  ไอ
โซมอลโทไทรโอส  และไอโซมอลโทเพนทาโอส เปนตน   เอนโดเดกซแทรนเนสมีชื่อตามระบบการ
เรียกชื่อเอนไซมวา 1,6-แอลฟา-ดี-กลูแคนโนไฮโดรเลส (E.C.3.2.1.11) จุลินทรียที่สรางเอนโด
เดกซแทรนเนส ไดแก Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8 (Okushima และคณะ, 1991), 
Streptococcus salivarius สายพันธุ PC-1 (Lawman และ Bleiweis, 1991), S. salivarius สาย
พันธุ M-33 (Ohnishi และคณะ, 1995), P. minioluteum สายพันธุ HI-4 (Garcia และคณะ, 
1996), Penicillium notatum (Pleszczynska และคณะ, 1997), Sporothrix schenckii สายพันธุ 
IT-29 (Arnold และคณะ, 1998) และ Fusarium sp. (Shimizu และคณะ, 1998) เปนตน 

2. เอกโซเดกซแทรนเนส 
เอกโซเดกซแทรนเนสจะยอยสลายเดกซแทรนตรงตําแหนงพันธะแอลฟา-1,6  โดยเอนไซม

นี้จะยอยสลายพันธะที่เชื่อมหนวยของกลูโคสจากปลายดานที่ไมมีหมูน้ําตาลรีดิวซและตัดเขาไปที
ละโมเลกุลบนสายเดกซแทรนและปลดปลอยกลูโคสหรือไอโซมอลโทแซ็กคาไรดออกมา เอกโซ
เดกซแทรนเนสที่มีรายงานในปจจุบันมีสามชนิด โดยแบงตามชนิดของผลิตภัณฑท่ีไดจากการยอย
เดกซแทรน ไดแก 

2.1 กลูโคเดกซแทรนเนส (E.C.3.2.1.70) ใหผลิตภัณฑเปนกลูโคส เชื้อที่มี
รายงานวาสามารถผลิตเดกซแทรนเนสชนิดนี้คือ Arthrobacter globiformis 
สายพันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999), Streptococcus mitis 
(Walker และ Pulkownik, 1973) , S. mutans (Dewar และ Walker, 1975) 
และ Thermomyces lanuginosus (Jensen และ Olsen, 1996)  
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2.2 ไอโซมอลโทเดกซแทรนเนส (E.C.3.2.1.94) ใหผลิตภัณฑเปนไอโซมอลโทส      
เชื้อที่มีรายงานวาสามารถผลิตเดกซแทรนเนสชนิดนี้ คือ Achromobacter 
sp. (Sawai และคณะ, 1974) 

2.3 ไอโซมอลโทไทรโอเดกซแทรนเนส (E.C.3.2.1.95) ใหผลิตภัณฑเปนไอโซ
มอลโทไทรโอส เชื้อที่มีรายงานวาสามารถผลิตเดกซแทรนเนสชนิดนี้ คือ 
Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999) 

 
นอกจากนี้พบวามีจุลินทรียบางชนิดสามารถสรางเดกซแทรนเนสไดทั้ง 2 กลุม คือ A. 

globiformis สายพันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999)  ซึ่งสามารถสรางเอนโดเดกซแทรน    
เนสออกมาภายนอกเซลล (extracellular endodextranase) และสรางเอกโซเดกซแทรนเนสสะสม
ไวภายในเซลลได (intracellular exodextranase) 

เดกซแทรนเนสถูกนํามาประยุกตใชในการปองกันฟนผุได  เนื่องจากการยอยสลายเดกซ
แทรนโดยเดกซแทรนเนสมีผลทําใหโมเลกุลของสายเดกซแทรนเล็กลง  ชวยลดความเหนียวหนืด
และทําใหเดกซแทรนสามารถละลายน้ําไดดีข้ึนจึงยับยั้งการเกาะติดของ Streptococci ภายใน
ชองปากกับผิวฟนได (Schachtele และคณะ, 1975; Galvez-Mariscal และ Lopez-Munguia, 
1991) และผลิตภัณฑที่เกิดจากการยอยสลายเดกซแทรนโดยไอโซมอลโทเดกซแทรนเนสคือ ไอโซ
มอลโทสสามารถยับยั้งการผลิตกลูแคนที่ไมละลายน้ําซึ่งเปนองคประกอบหลักของคราบจุลินทรีย
ที่เปนสาเหตขุองการเกิดฟนผุ (Ebisu และคณะ, 1974) นอกจากนั้นพบวาเปอรเซ็นตการ
สังเคราะหกลูแคนที่ไมละลายน้ําจะลดลงเมื่อเพิ่มปริมาณของเดกซแทรนเนส (Felgenhauer และ 
Trautner, 1983) 

การศึกษาเกี่ยวกับการปองกันฟนผุ  พบวาเดกซแทรนเนสจากจุลินทรียหลายชนิดสามารถ
ลดคราบฟนอยางมีประสิทธิภาพ  แตเดกซแทรนเนสจากราสวนมากจะมีสวนของผนังเซลลที่กอ
อาการแพและบางชนิดยังสราง อะฟลาทอกซิน (aflatoxin) ออกมาในภาวะเดียวกันกับภาวะที่
เหมาะสมในการผลิตเอนไซม (Leach, 1969) ดังนั้นการคัดเลือกจุลินทรียมาใชในการผลิตเดกซ
แทรนเนส  จึงนิยมคัดเลือกจุลินทรียจําพวกแบคทีเรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสเพื่อหลีกเลี่ยง
ปญหานี้ 

ทางการแพทยไดมีการทดลองผสมเดกซแทรนเนสกับยาสีฟนและน้ํายาบวนปาก  พบวา
ชวยลดการเกิดคราบฟนไดแตตองใชในความเขมขนสูง (Caldwell และคณะ, 1971; Keyes และ
คณะ, 1971; Murayama และคณะ, 1973) เพื่อการใชงานที่มีประสิทธิภาพสูงสุด เดกซแทรนเนส
ที่นํามาใชควรทํางานไดดีที่ภาวะภายในชองปาก เชน เดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สาย
พันธุ CB-8 มีความเปนกรด-ดางที่เหมาะสมกับการทํางานท่ี 5.5-7.5 และเสถียรที่ 370ซ จึงเปน
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แหลงเอนไซมที่เหมาะสมกับการนําไปใชลดการเกิดคราบฟน (Okushima และคณะ, 1991)  เมื่อ
นําเดกซแทรนเนสมาใชกับสัตวทดลองพบวาสามารถลดการเกิดคราบฟนและการเกิดฟนผุได 
(Block และคณะ, 1969; Fitzgerald และคณะ, 1968; Hamada และคณะ, 1976) 

 
การศึกษาระดับชีวโมเลกุลของเดกซแทรนเนส 
 

ในปจจุบันมีผูสนใจศึกษาและทําการโคลนยีนที่ประมวลรหัสการสังเคราะหเดกซแทรนเน
สจากแบคทีเรียชนิดตางๆแลวเปนจํานวนมากทั้งแบคทีเรียในกลุม Streptococci ที่อาศัยในชอง
ปาก เชน S. sobrinus (Wanda และ Curtiss, 1994) และแบคทีเรียที่แยกไดจากดิน เชน 
Arthrobacter globiformis T6 (Iwai และคณะ, 1994) เปนตน  การทําพันธุวิศวกรรมเริ่มจากการ
คัดเลือกจุลินทรียที่ผลิตเดกซแทรนเนสเพื่อเปนแหลงของยีน รวมถึงการคัดเลือกดีเอ็นเอพาหะและ
เซลลเจาบานที่เหมาะสมกับการคดัเลือกทรานสฟอรแมนท 

Okushima และคณะ (1991)  ไดโคลนยีนเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สาย
พันธุ CB-8  เขาสูเซลลเจาบาน E. coli  โดยใช pUC19 เปนดีเอ็นเอพาหะ  ทําการคัดเลือกโคลน
ในอาหารที่ผสมบลูเดกซแทรนพบมี 3 โคลนที่สรางวงใส  จากการทําแผนที่เรสทริกชันพบวาโคลน
ทั้ง 3 มีบริเวณที่เปนสวนฮอมอโลกัสกันจึงสับโคลนบริเวณที่เปนยีนเดกซแทรนเนสดังกลาวเขา
พลาสมิด pUC19  และใหชื่อพลาสมิดวา  pDEX011  และพบวาการสับโคลนดังกลาวใหวงใสที่
กวางขึ้น  เมื่อศึกษาการแสดงออกของยีนเดกซแทรนเนสใน E. coli โดยการสกัดโปรตีนดวยวิธี 
osmotic shock  และการทํา Western analysis  แลวนํามาวิเคราะหแอคติวิตีของเดกซแทรน
เนสพบวายีนเดกซแทรนเนสมีการแสดงออกสูงสุดในสวนเพอริพลาสซึม และพบแอคติวิตีเปนสวน
นอยในไซโทพลาสซึม และในน้ําเลี้ยงเชื้อ  เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบวายีนเดกซแทรนเน
สมีกรอบอานรหัสเปดขนาด 1920 คูเบส  ที่แปลรหัสไดโปรตีนที่มีกรดอะมิโน 640 หมู พบบริเวณที่
เปนลําดับนิวคลีโอไทดคลายลําดับ Shine-Dalgarno  อยูกอนรหัสเร่ิมตนคือ  GAGGAA  และเมื่อ
ทําการวิเคราะหรวมกับลําดับกรดอะมิโนทางดานปลาย N   พบวาเดกซแทรนเนสจาก 
Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8  มีสวนที่เปน signal peptide ประกอบดวยกรดอะมิโน 49 หมู  
ดังนั้นเดกซแทรนเนสที่สมบรูณจะมีกรดอะมิโน 591 หมู และมีน้ําหนักโมเลกุล 66 กิโลดัลตัน  
ผูวิจัยไดหาบริเวณอนุรักษที่เปนบริเวณจับและยอยสับสเตรตที่พบทั่วไปในเอนไซมกลุมยอยสลาย
คารโบไฮเดรต เชน เอกโซเดกซแทรนเนส, แอลฟา-อะไมเลส  และพูลลูแลนเนส (Russell และ 
Ferretti, 1990) แตไมพบบริเวณอนุรักษดังกลาวในลําดับกรดอะมิโนของเดกซแทรนเนสจาก 
Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8 จึงสรุปวาเดกซแทรนเนสที่แบคทีเรียสายพันธุนี้สรางอาจมี
สมบัติการยอยเดกซแทรนที่จําเพาะ 
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 Lawman และ Bleiweis (1991) โคลนยีนที่สรางเอนโดเดกซแทรนเนสชนิดปลดปลอย
ออกนอกเซลลจาก S. salivarius สายพันธ PC-1 โดยใช Lambda ZAPII เปนดีเอ็นเอพาหะเขาสู
เซลลเจาบาน E. coli XL1-Blue คัดเลือกโคลนที่ผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
แข็งชนิด blue dextran agar พบโคลน PD1 ที่มีชิ้นดีเอ็นเอ EcoRI ขนาด 6.3 กิโลเบส เมื่อ
วิเคราะหเอนไซมเดกซแทรนเนสโดยทํา SDS-PAGE ที่ผสมดวย blue dextran พบวาโคลน PD1 
สามารถสรางเดกซแทรนเนสที่มีแอคติวิตีขนาด 90 และ 70 กิโลดัลตัน ในขณะที่เดกซแทรนเนสที่ 
S. salivarius สายพันธ PC-1 มีชนิดเดียวคือขนาด 110 กิโลดัลตัน ซึ่งมีขนาดเล็กกวาเดกซแทรน
เนสที่โคลน PD1 ผลิตได ผูวิจัยสรุปวาอาจเกิดจากกระบวนการเปลี่ยนแปลงโปรตีนหลังการแปล
รหัส (posttranslational processing) ของสายพันธุ PC-1 หรือในโคลน PD1 อาจเกิดจากการ
รวมตัวกันของเดกซแทรนเนสกับบีตากาแลคโทซิเดสที่อยูในตําแหนงโคลนทาง C-terminal ของ 
lacZ  จากการวิเคราะหดวยเทคนิค thin-layer chromatography พบวาเดกซแทรนเนสจากโคลน 
PD1 สามารถยอยเดกซแทรนและปลดปลอยน้ําตาลในกลุมของไอโซมอลโทสจึงสรุปไดวาเดกซ
แทรนเนสจากสายพันธุ PC-1 เปนชนิดเอนโดเดกซแทรนเนส แตไมสามารถตรวจสอบผลิตภัณฑที่
ไดจากการยอยเดกซแทรนดวยเดกซแทรนเนสจากสายพันธุ PC-1 โดยเทคนิค thin-layer 
chromatography อาจเปนเพราะผลิตภัณฑที่ไดเปนน้ําตาลที่มีขนาดโมเลกุลใหญกวาที่จะ
ตรวจสอบโดยเทคนิคดังกลาว และจากการทดลองใชเดกซแทรนหรือไอโซมอลโทแซ็กคาไรดเปน
แหลงคารบอนใหกับ PC-1 พบวาไมสามารถใชพอลิแซ็กคาไรดดงักลาวไดและยับยั้งการเจริญดวย  
ผูวิจัยสรุปวาเดกซแทรนเนสที่สรางจากสายพันธุ PC-1 มีกลไกและปจจัยทางสิ่งแวดลอมที่ควบคุม
การทํางาน 

Kubo และคณะ (1993) โคลนและแสดงออกยีนเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp 
สายพันธุ CB-8 เขาสู S. gordonii โดยสราง shuttle vector ชื่อ pMNK-4 โดยการเชื่อมโปรโม
เตอรและ signal peptide ของยีนกลูโคซิลทรานสเฟอเรส (gtfI) ของ S. downei เขากับยีนเดกซ
แทรนเนสจากสายพันธุ CB-8 และตามดวย rnnBt1t2 terminator ของ E. coli เมื่อนําโคลนที่ได
เลี้ยงในภาวะที่มีน้ําตาลซูโครสรวมกับแบคทีเรียกอโรคฟนผุคือ S. sobrinus พบวาสามารถลดการ
เกาะติดของกลูแคนที่ไมละลายน้ํากับผนังแกวของหลอดทดลองได จากการวิเคราะหเดกซแทรน
เนสในสวนน้ําเลี้ยงเชื้อโดยทํา Western hybridization พบวาเดกซแทรนเนสที่สรางจากโคลนและ
สายพันธุ CB-8 มีขนาดเทากันคือ 69 กิโลดัลตัน และเมื่อวิเคราะหเดกซแทรนเนสภายในเซลลของ
โคลนพบวามีขนาดใหญกวาคือ 74 กิโลดัลตัน ผูวิจัยไดใหเหตุผลวาเดกซแทรนเนสในเซลลมีสวน 
signal peptide ของยีนกลูโคซิลทรานสเฟอเรสอยูที่บริเวณ N-terminal และซิกนัลเพพทิเดสของ 
S. gordonii  สามารถตัดสวน   signal  peptide    ออกไดเมื่อมีการปลดปลอยเดกซแทรนเนสออก
นอกเซลลจึงทําใหเดกซแทรนเนสในสวนน้ําเลี้ยงเชื้อมีขนาดเล็กกวาภายในเซลล เมื่อเลี้ยงโคลนที่
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ไดรวมกับ S. sobrinus ในสภาวะที่มีน้ําตาลซูโครสพบวาสามารถลดการเกาะติดของกลูแคนที่ S. 
sobrinus สรางขึ้นไดดังนั้นการนําโคลนที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดอยางตอเนื่องไปปลูกถาย
ภายในชองปากจึงเปนอีกแนวทางหนึ่งในการปองกันฟนผุ 

Iwai และคณะ (1994) ไดโคลนยีนที่เปนรหัสสําหรับไอโซมอลโทเดกซแทนเนส จาก 
Arthrobacter globiformis สายพันธุ T6 โดยใชฝาจ λEMBL3 เปนดีเอ็นเอพาหะและใช E. coli 
สายพันธุ NM539 เปนเซลลเจาบาน โดยใชขอมูลลําดับกรดอะมิโนบางสวนของเอนไซมมา สราง
เปนดีเอ็นเอติดตามโดยติดฉลากดวยสารกัมมันตภาพรังสี 32P พบวาชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกที่โคลน
เขาไปมีขนาด 12 กิโลเบส  โดยชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจาก  โคลนที่ไดมีแผนที่เรสทริกชันเหมือนกัน
ทุกประการ  เมื่อสับโคลนชิ้นดีเอ็นเอ PstI เขาสูพลาสมิดพาหะ pUC119 และคัดเลือกโคลนโดย
เทคนิคโคโลนีไฮบริไดเซชันกับดีเอ็นเอติดตามที่สรางจากขอมูลของลําดับกรดอะมิโนบางสวนของ
ไอโซมอลโทเดกซแทนเนสที่ทําบริสุทธแลว พบโคลนที่ตองการซึ่งมีชิ้นดีเอ็นเอ PstI ขนาด 3.5 กิโล
เบส เรียกรีคอมบิแนนทพลาสมิดนี้วา pIMD1 จากนั้นทําการหาแผนที่เรสทริกชัน  และสับโคลนชิ้น
ดีเอ็นเอ PstI-BamHI ขนาด 2.2 กิโลเบส เขาสูพลาสมิดพาหะ pUC119 เรียกพลาสมิดนีว้า pIMD-
A เมื่อทําการวิเคราะหโคลนนี้พบวาบริเวณ periplasm มีแอคติวิตีของเดกซแทรนเนสสูงสุด 0.41 
ยูนิตตอมิลลิลิตร  และรองลงมาคือสวนไซโทพลาสซึม 0.13 ยูนิตตอมิลลิลิตร และสามารถ
แสดงออกไดในสภาวะไมมี IPTG แสดงวายีนที่โคลนไดมีโปรโมเตอรเปนของตัวเองซึ่งสอดคลอง
กับผลของลําดับนวิคลีโอไทดที่มีกรอบอานรหัสเปดขนาด 1,926 คูเบส และพบบริเวณที่เปนโปรโม
เตอรลําดับ  Shine-Dalgarno และสามารถวิเคราะหไดวากรอบอานรหัสเปดสราง signal peptide 
ที่มีกรดอะมิโน 39 หมู ซึ่งสอดคลองกับผลการวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนบริเวณปลาย N ดวย 

Igarashi และคณะ (1995) ไดศึกษายีนเดกซแทรนเนสของ S. mutans โดยโคลนยนีเขาสู 
E. coli DH5α และใช charomid 9-36  เปนดีเอ็นเอพาหะ  อาหารที่ใชคัดเลือกโคลนที่สรางเดกซ
แทรนเนสมีบลูเดกซแทรน 2000 ผสมอยู 0.5%  โดยโคลนที่ไดมีชิน้ดีเอ็นเอสอดแทรกขนาด 8 กิโล
เบส  นําพลาสมิดจากโคลนที่ไดมาสรางแผนที่เรสทรกิชันของชิน้ดีเอ็นเอสอดแทรกดังกลาวแลวสบั
โคลนเฉพาะบริเวณที่ทาํหนาที่สรางเดกซแทรนเนสเขาพลาสมิด pUC18 และ pUC19 พบวายีน
เดกซแทรนเนสสามารถแสดงออกไดใน พลาสมิดทัง้สองชนิด และ IPTG ไมมีผลตอการแสดงออก
แตอยางใด  แสดงวายนีที่โคลนไดมีโปรโมเตอรติดมาดวย และสามารถแสดงออกไดอยางมี
ประสิทธิภาพในเซลล E. coli DH5α  เมื่อวิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดพบกรอบอานรหัสเปดขนาด 
2550 คูเบสมีรหัสเร่ิมตนคือ ATG และรหสัหยุดคือ TGA  บริเวณจับเกาะของไรโบโซมอยูกอนรหสั
เร่ิมตน 2 คูเบส คือ GAGG บริเวณที่เปนโปรโมเตอรคือ –10 และ –35 อยูหางกัน 21 คูเบส คือ 
GATGAT  และ TTTACA  หลังรหัสหยุดพบบริเวณ inverted repeat จากลําดับกรดอะมิโนที่ได
จากกรอบอานรหัสเปดพบวามกีรดอะมิโน 850 หมู มนี้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 94 กิโลดัลตัน จาก
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ลําดับกรดอะมิโนไมพบกรดอะมิโนซิสทีอีนเชนเดียวกับโปรตีนที่ปลดปลอยออกมาภายนอกเซลล
ชนิดอื่นของ S. mutans เมื่อวิเคราะหบริเวณที่สําคัญของเดกซแทรนเนสที่สรางจาก dexA พบ
บริเวณที่เปน cell-wall anchoring region ที่มีอยูทั่วไปในโปรตีนกลุมที่สามารถจับกับกลูแคน
บริเวณผนังเซลลไดเชน ฟรุกโตซิเดสของ S. mutans สายพนัธุ GS5 และเดกซแทรนเนสของ S. 
mutans สายพันธุ UAB66 โดยลักษณะดงักลาวคือ มีเพพไทดที่มีกรดอะมิโน 6 หมู คือ LPQTGD 
ที่อยูหางจาก C-terminal ของโปรตีน DexA 35-40 หมูกรดอะมิโน และบริเวณปลายสุดทาง C-
terminal มีกรดอะมิโน 6 หมู คือ KGRKND ที่มีประจสุุทธิเปนบวก  การเปรยีบเทยีบความเหมอืน
ของโปรตีน DexA กับเดกซแทรนเนสและเอนไซมที่ปลดปลอยออกมานอกเซลลชนิดอื่นของเชื้อ 
สเตรปโตคอคไคในชองปากดังนี้คือ มีความเหมือนในระดับลําดับนวิคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิ
โนกับเดกซแทรนเนสของ  S. sobrinus  สายพนัธุ UAB เทากับ 57.8 และ 47.0% ตามลําดับแตไม
พบความเหมอืนใดๆกับเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพนัธุ CB-8 ทั้งลําดับกรดอะมิ
โนและลําดับนิวคลีโอไทด 

Ohnishi และคณะ (1995) ไดโคลนและหาลาํดับนวิคลีโอไทดของยนีเดกซแทรนเนสจาก 
S. salivarius M-33 โดยใช pUC18 เปนดีเอ็นเอพาหะ และใช Escherichia coli XL1-Blue 
คัดเลือกโคลนที่ผลิตเดกซแทรนเนสโดยใชอาหารที่ผสมบลูเดกซแทรนไดหนึง่โคลน  พบวาโคลนที่
ไดมีชิ้นดีเอ็นเอของ S. salivarius M-33 ขนาด 4.3 กิโลเบส ซึ่งมีกรอบอานรหัสขนาด 2478 คูเบส  
แปลรหัสเปนโปรตีนที่มีกรดอะมิโน 826 หมู  มีน้าํหนักโมเลกุลขนาด 87.9 กิโลดาลตัน  ม ี signal 
sequence ประกอบดวยกรดอะมิโน 38 หมูแรกจากรหสัเร่ิมตน  เมือ่เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอ
ไทดของยีนเดกซแทรนเนสจาก S. salivarius M-33 กับแบคทีเรียอื่นหรือเอนไซมชนิดอืน่ที่
คลายกนั เชน เดกซแทรนกลูโคซิเดส (Russell และ Ferretti, 1990) และเดกซแทรนเนสจาก 
Arthrobacter sp. (Okushima และคณะ, 1991) พบวาไมมีความเหมอืนระหวางโปรตีนดังกลาว 

Colby และคณะ (1995) ไดสรางสายพนัธุกลายที่ไมสามารถผลิตเดกซแทรนเนสจาก S. 
mutans โดยใชเทคนิค insertion inactivation ดวยการเหนี่ยวนาํใหเกิดกระบวนการ single 
recombination จากการโคลนชิ้นดีเอ็นเอ Sau3AI ของจีโนมกิดีเอ็นเอเขาสูตําแหนง BamHI ของ 
integration vector ชนิด pVA891 ซึ่งสามารถเพิ่มจํานวนไดใน E. coli แตไมสามารถเพิม่จํานวน
ในแบคทีเรียกลุมสเตรปโตคอคไคไดและทรานสฟอรมเขาสูเซลล S. mutans สายพันธุ LT11 พบ
สองโคลนของยีนเดกซแทรนเนสที่ไมมีแอคติวิตีของเอนไซม ตรวจสอบการสอดแทรกของพลาสมดิ
เขาสูจีโนมิกดีเอ็นเอโดยทํา Southern hybridization จากนัน้แยกสวนจีโนมกิดีเอ็นเอออกจาก 
พลาสมิดโดยเทคนิค marker rescue แลวจึงหาลําดบันิวคลีโอไทดเพื่อนาํมาเปรียบเทียบความ
เหมือนกับโปรตีนอื่นโดยใชโปรแกรม BLASTX พบวาลําดับกรดอะมิโนที่ไดมีความเหมือน 56% 
กับเดกซแทรนเนสจาก S. sobrinus จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของโคลนทีไ่ด
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เปรียบเทียบกบัสายพนัธุ LT11 โดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชี้อชนิด Todd-Hewitt agar ที่มีสวนผสม
ของน้ําตาลซูโครส พบวาโคลนที่ไดสรางพอลิแซคคาไรดปริมาณมากกวาในสายพันธุ LT11 และยัง
สามารถเกาะติดกับผนังแกวของหลอดทดลองไดดีกวาดวย ทําใหทราบวาเดกซแทรนเนสมีบทบาท
สําคัญในการควบคุมปริมาณของกลูแคนที่ถูกสรางออกมาภายนอกเซลลและการเกาะติดของ
เซลลตอพื้นผวิฟนดวย 

Serhir และคณะ (1997) โคลน IgG-binding protein จาก S. suis โดยใช λZAPII เปน
ฝาจพาหะ คัดเลือกโคลนฝาจที่ตองการดวยการติดตามแอคติวิตีการจับกับ IgG พบโคลนที่
ตองการ 1 โคลนคือ λRIg1 ที่มีชิน้ดีเอ็นเอ XbaI-XhoI ขนาด 6.3 กิโลเบส และที่มีแอคติวิตีของการ
จับกับ IgG เมื่อทําแผนที่เรสทริกชันพบวาชิ้นดีเอน็เอ XbaI-XhoI ประกอบดวยชิน้ดีเอ็นเอ XbaI-
SacI ขนาด 3.5 กิโลเบส และ ชิ้นดีเอ็นเอ SacI-XhoI ขนาด 2.8 กิโลเบส ทาํการโคลนชิ้นดีเอน็เอ 
SacI-XhoI เขาพลาสมิดพาหะ pBluescript KS(+) และเมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลโีอไทดที่ไดพบ
กรอบอานรหสัเปดขนาด 1,629 คูเบส ที่ถอดรหัสเปนโปรตีนที่มีกรดอะมิโน 542 หมู มีรหัสเร่ิมตน
คือ ATG และกอน ATG 23 คูเบส พบบริเวณจับเกาะของไรโบโซมคือ AGAAGGA  มีบริเวณโปร
โมเตอร –10 และ –35 คือ  ATTAAT  และ AAGTATT ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทยีบความเหมอืน
ของโปรตีนที่ไดจากกรอบอานรหัสเปด พบวามีความเหมอืน 34% และความคลาย 74% กับเดกซ
แทรนกลูโคซิเดส (DexS)  ของ S. mutans  ประมาณน้ําหนกัโมเลกลุของโปรตีน DexB ไดเทากับ 
62 กิโลดัลตัน และเมื่อทาํ SDS-PAGE พบวาเดกซแทรนเนสมีขนาดประมาณ 62 กิโลดัลตัน 
เชนกนั 

Oguma และคณะ (1999)  ใชเทคนิค Shot-gun cloning  ในการโคลนยีนเอนโดเดกซ  
แทรนเนส (dex) จาก  Arthrobacter globiformis สายพันธุ T-3044 โดยใชพลาสมิดพาหะ 
pUC118 และใช E. coli สายพันธุ XL1-Blue เปนเซลลเจาบาน ไดทรานสฟอรแมนท 8 โคลน ที่
เกิดวงใสบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งบลูเดกซแทรน  ตั้งชื่อพลาสมิดที่ไดวา pDX1-pDX8 ซึ่งมีชิ้น        
ดีเอ็นเอ Sau3AI ขนาด 3-5 กิโลเบส   จากโคลนที่ไดทั้ง 8 ชนิด สามารถแบงยีน dex ออกเปน  2 
ชนิด ตามลักษณะของแผนที่เรสทริกชัน คือ dex1 และ dex2 ที่มีตําแหนงตัดของ HindIII และไมมี
ตําแหนงตัดของ HindIII ตามลําดับ   เมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนที่แปลงมาจากลําดับนิวคลี
โอไทดของ  dex1 และ dex2 (DXase1 และ DXase2)  กับเอนโดเดกซแทรนเนส (DXase) ของ  
Arthrobacter globiformis สายพันธุ  CB-8  (Okushima และคณะ, 1991)  พบวามีความเหมือน  
93 และ 65%  ตามลําดับ  เมื่อวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนทางดานปลาย N ของเอนโดเดกซแทรน
เนสที่บริสุทธิ์จากสายพันธุ T-3044  พบวา signal peptide ของ DXase1 มีกรดอะมิโน 33 หมู 
ในขณะที่ลําดับกรดอะมิโนในสวนนี้ไมมีความเกี่ยวของกับ DXase2 เลย อาจเปนเพราะยีน dex2 
ไมสามารถแสดงออกในสภาวะการเลี้ยงเชื้อในงานวิจัยนี้ 
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ณฐินี สุวรรณสิงห (2540)  ไดแยกแบคทีเรียสายพนัธุ AG-2 ที่สามารถสรางเดกซแทรน  
เนส  โดยแยกจากดนิในจงัหวัดนนทบุรี จากการศึกษาสมบัติของเอนไซมพบวาสามารถผลิตเดกซ
แทรนเนสแอคติวิตี 4.08 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลวสูตรที่ทาํการปรับปรุงแลว
โดยณฐินี สุวรรณสิงห  โดยคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการทาํงานของ
เอนไซมคือ 6.5 และ 400ซ ตามลําดับ และมีความเสถยีรที่ความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิ 4.0-
7.0 และ 30-370ซ ตามลาํดับ แบคทีเรียสายพนัธุ AG-2 ไดถูกจัดจาํแนกเปน Arthrobacter sp. 
AG-2 โดยการศึกษาสมบัตทิางชีวเคมีและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S ribosomal RNA
โดย Chareonpornwattana และคณะ (2001)  

สําหรับงานวิจัยนี้ไดมุงเนนศึกษายีนที่ประมวลรหัสเดกซแทรนเนส  ซึ่งมีบทบาทในการ
ปองกันฟนผุ และประยุกตใชเดกซแทรนเนสเปนสารตัวกลางในการปองกันฟนผุ  เพื่อบรรลุ
วัตถุประสงคดังกลาวจึงโคลนและหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนส ที่สรางจาก
แบคทีเรีย Arthrobacter sp. AG-2  เพื่อนําขอมูลทางพันธุศาสตรที่ไดไปใชในการปรับปรุงสาย
พันธุและผลิตเดกซแทรนเนสไดในระดับขยายสวนตอไป 
 



บทที่ 3 

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1  อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) ของบริษทั Kakusan, Japan. 
2. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) ของบริษัท Memmert, Germany. 
3. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) ของบริษัท Memmert, 

Germany. 
4. เครื่องชั่ง  รุน L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorius, USA. 
5. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
6. ตูบมเชื้อ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany. 
7. เครื่องปนเหวีย่งชนดิตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน KM-15200 ของบริษัท Kubota, 

Japan. 
8. เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบริษัท 

Kubota, Japan. 
- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดเล็ก  รุน RA50J 
- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดใหญ  รุน RA228J 

9. ตูเขี่ยเชื้อ  รุน Clean model. V4 ของบริษทั LAB Service, Thailand. 
10. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV-160A ของบริษัท Shimadzu, 

Japan. 
11. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning, USA. 
12. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –70Oซ  ของบริษัท Forma Scientific , 

USA. 
13. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –20Oซ  ของบริษัท Sanyo Electric, 

Japan. 
14. ชุดเครื่องมือทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) 

- Mini gel electrophoresis system ของบริษัท Mupid-2 Advance, Japan. 
- Mini Sub-Cell GT agarose gel electrophoresis systems ของบริษัท Bio-Rad, 

USA. 
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15. ไมโครปเปต (micropipette) ของบริษัท Gilson, France. 
16. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน MylabTH 

Thermo-Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea. 
17. ชุดกรองสําเรจ็รูปชนิดเซลลโูลสอะซีเตต ขนาดความกวางรู 0.45 ไมโครเมตร  รุน DISMIC-

25SC ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 
18. กระบอกฉีดยาพลาสตกิ  ขนาด 5 มิลลิลิตร  ของบริษัท Nissho Nipro, Japan. 
19. หลอดเก็บเชื้อแชแข็ง (cryotube) ของบริษัท Nalgene, USA. 
20. ไนลอนเมมเบรน (nylon membrane) ของบริษัท Pall Bio Support, USA. 
21. กระดาษกรอง (filter paper) ของบริษัท Advantec, Japan. 
22. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษทั Perkin Elmer, USA. 
23. อุปกรณสําหรบัถายภาพ 

- กลองถายภาพโพลารอยด ของบริษัท Polariod, USA. 
- แผนกรองแสงสีแดง 
- ฟลมโพลารอยดขาวดํา  ความไวแสง 3000 (ISO 3000) 

 
3.2  เคมีภัณฑและชุดทดสอบสาํเร็จ 
 
1. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
2. ผงสกัดจากยสีต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
3. พอลิเปปโตน (polypeptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
4. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท IUAI, Japan. 
5. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท E Merck, Germany. 
6. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy. 
7. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท E Merck, Germany. 
8. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท BDH Chemical, AUS. 
9. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท E Merck, Germany. 
10. กลีเซอรอล ของบริษัท Carlo ERBA, Italy. 
11. ฟนอล (phenol) ของบริษัท E Merck, Germany. 
12. KH2PO4 ของบริษัท E Merck, Germany. 
13. Lysozyme ของบริษัท Sigma, USA. 
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14. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, 
USA. 

15. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2.2H2O) ของบริษัท Sigma, 
USA. 

16. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan. 
17. K2HPO4 ของบริษัท E Merck, Germany. 
18. MgSO4.7H2O ของบริษัท E Merck, Germany. 
19. สารปฏิชีวนะ กานามยัซิน (kanamycin)  แอมพิซิลลิน (ampicillin) ของบริษัท Nacalai 

tesque, Japan. 
20. เรสทริกชันเอนไซม  BamHI , BglII , EcoRI , HindIII  , NarI , PstI , SalI , SacI ,SmaI , 

XbaI และ XhoI  ของบริษัท Promega, USA. 
21. lambda DNA/HindIII marker ของบริษัท Promega, USA. 
22. 1 kb DNA ladder ของบริษัท Promega, USA. 
23. KOD DNA polymerase ของบริษัท TOYOBO, Japan. 
24. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษทั TOYOBO, Japan. 
25. ไลเกส (ligase) ของบริษัท Promega, USA. 
26. อัลคาไลนฟอสฟาเทส (alkaline phosphatase) ของบริษัท Promega, USA. 
27. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA. 
28. เดกซแทรน (industrial grade) ของบริษทั Sigma, USA. 
29. X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ของบริษัท Promega, USA. 
30. IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) ของบริษัท Wako, Japan. 
31. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit ของบริษัท Qiagen, Germany. 
32. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล Geneclean II Kit ของบริษัท BIO101, USA. 
33. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA Labeling and Detection 

Starter Kit I ของบริษัท Roche, Germany. 
 
หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (analytical grade) 
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3.3  แบคทีเรีย 
 
 แบคทีเรียที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที ่3.1 
 
ตารางที ่3.1 แบคทีเรีย 
 

แบคทีเรีย จีโนไทป/ ฟโนไทป เอกสารอางอิง 
Escherchia coli สายพนัธุ 
DH5α 

φ80dlacZ∆M15, endA1, recA1, 
gyrA96, thi-1, hsdR17, relA1, 
supE44, deoR, ∆(lacZYA-
argF)U169 

Hanahan, 1983 

E. coli (pDEX) E. coli สายพนัธุ DH5α ที่มรีีคอมบิแน
นทพลาสมิด pDEX 

สรางในการทดลองนี ้

E. coli (pSUDEX) E. coli สายพนัธุ DH5α ที่มรีีคอมบิแน
นทพลาสมิด pSUDEX 

สรางในการทดลองนี ้

E. coli (pSUDEX1) E. coli สายพนัธุ DH5α ที่มรีีคอมบิแน
นทพลาสมิด pSUDEX1 

สรางในการทดลองนี ้

E. coli (pSUDEX2) E. coli  สายพนัธุ DH5α ที่มรีีคอมบิแน
นทพลาสมิด pSUDEX2 

สรางในการทดลองนี ้

E. coli (pSUDEX3) E. coli  สายพนัธุ DH5α ที่มรีีคอมบิแน
นทพลาสมิด pSUDEX3 

สรางในการทดลองนี ้

Arthrobacter sp. สาย
พันธุ AG-2 

สามารถยอยสลายเดกซแทรน ณฐินี สุวรรณสิงห, 2540 
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3.4  พลาสมดิและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
 

พลาสมิดและโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที่ 3.2 และ 3.3 
ตามลําดับ 
 
ตารางที ่3.2  พลาสมิด 
 

พลาสมิด จีโนไทป/ ฟโนไทป เอกสารอางอิง 
pGEM-7Zf(+) Apr, αlac/MCS บริษัท Promega, USA 
pGEM-5Zf(+) Apr, αlac/MCS บริษัท Promega, USA 
pGEM-3Zf(+) Apr, αlac/MCS บริษัท Promega, USA 
pDEX Apr, มีชิ้นสวนดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ

เรสของจีโนมกิดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. 
สายพนัธุ AG-2 โดยใชโอลิโกนวิคลีโอไทดไพร
เมอร DEXFWD2 และ DEXREV ขนาดประมาณ 
1.2 kb ในพลาสมิด pGEM-7Zf(+) 

สรางในการทดลองนี ้

pSUDEX Apr, มีชิ้นสวน BamHI ขนาด 3.661 คูเบส จากจี
โนมิกดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ 
AG-2 ซึ่งมีกรอบอานรหัสเปดของยีนเดกซแทรน
เนสอยูภายในชิ้นดีเอ็นเอ 

สรางในการทดลองนี ้

pSUDEX1 Apr, มีชิ้นสวน BamHI ขนาด 1.977 คูเบส จากจี
โนมิกดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ 
AG-2 ซึ่งเปนสวนหนึง่ของยนีเดกซแทรนเนส 

สรางในการทดลองนี ้

pSUDEX2 Apr, มีชิ้นสวน PstI ขนาด 680 คูเบส  จากจีโน
มิกดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-
2 ซึ่งเปนสวนหนึง่ของยนีเดกซแทรนเนส 

สรางในการทดลองนี ้

pSUDEX3 Apr, มีชิ้นสวน BamHI ขนาด 1684 คูเบส จากจี
โนมิกดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพันธุ 
AG-2 ซึ่งเปนสวนหนึง่ของยนีเดกซแทรนเนส 

สรางในการทดลองนี ้
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ตารางที ่3.3  โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
 
โอลิโกนวิคลโีอไทด

ไพรเมอร 
ลําดับนวิคลีโอไทด (Tm) เอกสารอางอิง 

DEXFWD1 5’-ATGAGCATTCCCCGCAGCGG-3’  (66Oซ) ออกแบบในการ
ทดลองนี ้

DEXFWD2 5’-TGAGCTGGTCCAGCTTCGAG-3’  (64Oซ) ออกแบบในการ
ทดลองนี ้

DEXREV 5’-TACATGCGGTTGTGGATGAC-3’   (60Oซ) ออกแบบในการ
ทดลองนี ้

DEX1 5’-TGACGAGAGGAACTATCATG-3’   (58Oซ) ออกแบบในการ
ทดลองนี ้

DEX2 5’-ACGATGAGTGGCAGTTGGAC-3’  (62Oซ) ออกแบบในการ
ทดลองนี ้

DEX3 5’-AAAAACAGCTCGTGGACGCG-3’  (62Oซ) ออกแบบในการ
ทดลองนี ้

DEX4 5’-CATCTCAAGCGCTACACCAA-3’ (60Oซ) ออกแบบในการ
ทดลองนี ้

DEX5 5’-TATCATCCAGAACGGCATCG-3’ (56 Oซ) ออกแบบในการ
ทดลองนี ้

DEX6 5’-GTCCGGATCCCGGAGCACCG-3’ (65 Oซ) ออกแบบในการ
ทดลองนี ้

 
 
3.5  การเลี้ยงและเกบ็รักษาแบคทีเรีย    
 
      3.5.1  เลี้ยง Escherichia coli ทุกสายพันธุในอาหารเลีย้งเชือ้ LB (ภาคผนวก ก1)  เมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี  นาน 16-18 ชั่วโมง  
ที่อุณหภูมิ 37Oซ  กรณีที่ตองเติมสารปฏิชวีนะ (ภาคผนวก ข2) ใชแอมพิซิลลิน(Am) ความเขมขน
สุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    เมื่อทําเปนอาหารแข็งเติมวุน 1.5%  บมเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 370ซ  
นาน 16-18 ชั่วโมง    
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      3.5.2  เลี้ยง  Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ในอาหารแข็ง Yamaguchi (ภาคผนวก ก5) 
เมื่อตองการกระตุนการสรางเดกซแทรนเนสหรือเพื่อการเก็บรักษาเชือ้  โดยเลี้ยงนาน 2-3 วัน และ
เลี้ยงในอาหารเหลว และอาหารเเข็ง LB เมื่อตองการสกัดจีโนมกิดีเอ็นเอ  โดยเลี้ยงนาน 16-18 
ชั่วโมง  บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ีอุณหภูมิ 30 Oซ 
      3.5.3  เกบ็รักษาแบคทเีรียโดยเลี้ยง E. coli ทุกสายพนัธุ และ Arthrobacter sp. สายพนัธุ 
AG-2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตามขอ 3.5.1 และ 3.5.2 ตามลําดับนํามาผสมกับกลีเซอรอล 
(ภาคผนวก ข1) ในอัตราสวนน้าํเลี้ยงเชื้อตอกลีเซอรอลเปน 3 : 7 โดยปริมาตร บรรจุลงในหลอด
เก็บเชื้อแชแข็ง  เก็บที่อุณหภูมิ –20Oซ  นาน 6 เดือน หรือที่อุณหภูมิ –70Oซ  นาน 1 ป 

 
3.6  เตรียมจโีนมิกดีเอ็นเอและชิ้นดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2   

                                             
      3.6.1  สกัดจีโนมกิดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ  AG-2  
               
              สกัดจีโนมกิดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ  AG-2  ตามวิธขีอง วฒันาลยั  
ปานบานเกร็ด (2536)  โดยเขี่ยโคโลนเีดี่ยวทีเ่ลี้ยงในอาหารแข็ง LB ลงในอาหารเหลว LB  50 
มิลลิลิตรนาน 16-18 ชั่วโมง  ถายเชื้อลงในหลอดเซนทรฟิวจของบรษิทั Nalgene, USA นําไปปน
เหวีย่งเพื่อแยกเซลลที ่ 6,000 รอบตอนาที  นาน 10 นาที  ทิ้งสวนใสใหหมด  กระจายเซลลใน
บัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข15) 5 มิลลิลิตร ที่มีไลโซไซม  10  มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  บมที ่ 37Oซ  
นาน  1 ชั่วโมง  เติม SDS 10% (ภาคผนวก ข5) 250 ไมโครลิตร เพื่อใหไดความเขมขนสุดทาย 
0.5% กลิ้งหลอดเบาๆ เพื่อผสมสารละลายใหเขากัน  เซลลจะแตกโดยสังเกตไดจากความใสของ
ผสมในหลอด  สกัดโปรตีนออกโดยเติมสารละลายฟนอลอ่ิมตัว (ภาคผนวก ข17) ปริมาณเทาตัว  
ผสมใหเขากนัโดยพลิกหลอดไปมาหลายๆครั้ง และปนในเซนทริฟวจที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบ
ตอนาท ี นาน  10 นาท ี เพือ่แยกชั้นน้ําและฟนอล  ดูดสวนใสชัน้บนที่มดีีเอ็นเอละลายอยูมา สกัด
ซ้ําดวยฟนอลอิ่มตัวจนกวาจะไมเหน็ตะกอนขาวระหวางชั้นฟนอล (ชั้นลาง) กับชัน้บัฟเฟอร (ชั้น
บน)  ดูดสวนใสชั้นบน (ประมาณ 4 มิลลิลิตร)  มาเติมสารละลายโซเดียมอะซีเตต 3 โมลาร  400 
ไมโครลิตร  และตกตะกอนดีเอ็นเอดวยการเติมเอทานอล 2 เทาโดยปริมาตร (8.8 มิลลิลิตร)  เกบ็ที่ 
-20Oซ  นาน 30 นาท ีปนเกบ็ดีเอ็นเอที ่10,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที  ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย
เอทานอล 70%  ทําใหแหงและละลายดวยบัฟเฟอร TE 1  มิลลิลิตร  เติม RNaseA เขมขน 10 
มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร (ภาคผนวก ข23) 20 ไมโครลิตร  บมที ่37Oซ  นาน 30 นาท ี สกัดโปรตีนออก
ดวยฟนอลอิ่มตัว  ตามดวยฟนอล/คลอโรฟอรมแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข18) และคลอโรฟอรม/ไอ
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โซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข19)  และตกตะกอนดวยเอทานอลลางตะกอน 2 คร้ังดวยเอทา
นอล 70%  ทําใหแหงและละลายในบัฟเฟอร TE 100 ไมโครลิตร 
 
      3.6.2  วิเคราะหความเขมขนและความบริสุทธของดีเอ็นเอที่สกัดได 

 
                 นาํสารละลายดเีอ็นเอไปวัดคาการดูดกลนืแสง (absorbance, A) ที่ความยาวคลื่น 
260  และ  280 นาโนเมตร  (A260 และ A280)  คํานวณคา A260 ตอ A280    คาที่เหมาะสมควรจะอยู
ในชวง 1.8-2.0  ถาคานอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสงู  ถาคาสูงกวา 2.0 แสดงวามีอาร
เอ็นเอปนเปอนสูง 
                         คํานวณหาความความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 
                         ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260x 50 x dilution factor 
 
3.7  เตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอ 

 
      3.7.1  สกัดพลาสมิดดวยวิธ ีAlkaline lysis  

 
                เลี้ยง E. coli สายพนัธุที่มพีลาสมิดที่ตองการในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ที่มีแอมพิ
ซิลลิน 5 มลิลิลิตร  นาํไปบมที่อุณหภูมิ 37Oซ นานขามคืน แลวนาํมาสกัดพลาสมิดดวยวิธี 
Alkaline lysis (Sambrook และ Russell, 2001) ดังขั้นตอนตอไปนี้   ถายเชื้อ 5 มิลลิลิตร ใสลงใน
หลอดไมโครฟวจ  นําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลนาน 2 นาที ที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที  
เทสวนน้าํใสทิง้ใหหมด    นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมสารละลาย I (ภาคผนวก ข20) 100 
ไมโครลิตร  กระจายตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง    จากนัน้เตมิสารละลาย II 
(ภาคผนวก ข20) ที่เตรยีมใหมๆ 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัดวยการกลับหลอดไปมาเบาๆ 2-3 
คร้ัง  ตั้งทิ้งไวในอางน้าํแข็ง    จากนัน้เติมสารละลาย III (ภาคผนวก ข20) ที่เย็น   150 ไมโครลิตร  
ผสมใหเขากนัดวยการกลับหลอดไปมาเบาๆ 2-3 คร้ัง  ตั้งทิ้งไวในอางน้าํแข็งนาน 3-5 นาท ี  นําไป
ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที นาน 5 นาท ี    ถายเฉพาะสวนน้ําใสที่อยูเหนอื
ตะกอนมาประมาณ 400 ไมโครลิตร  แลวเติมเอทานอล 95 % ปริมาตร 2 เทาของสวนน้ําใส  กลับ
หลอดไปมาเบาๆ  ตั้งทิง้ไวทีอุ่ณหภูมิ –20Oซ  ประมาณครึ่งชั่วโมง  แลวนาํไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็
รอบ 12,000 รอบตอนาท ีนาน 15 นาท ี เทสวนของเอทานอล 95 % ทิง้    ปนลางตะกอนดีเอ็นเอที่
ไดดวยเอทานอล 70% ที่เย็นจัด ประมาณ 500 ไมโครลิตร ทําซ้ํา 2 คร้ัง  โดยการปนลางเก็บ
ตะกอนนาน 5 นาท ี คอยๆเทสวนน้าํใสทิง้    สุดทายนําตะกอนดีเอน็เอที่ไดไประเหยใหแหงสนทิ
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แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอในบัฟเฟอร TE 50 ไมโครลิตร  และใส RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัม
ตอมิลลิลิตร 2 ไมโครลิตร เพือ่กําจัดอารเอ็นเอออก  เก็บที่อุณหภูมิ –20 0ซ 
      3.7.2  สกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit 
(Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข3) 
                      
                    สกัดพลาสมิดตามวิธทีี่ระบุโดยบริษัทผูผลิต  โดยเลี้ยง E. coli สายพนัธุทีม่ีพลาสมดิ
ที่ตองการและปนเก็บเซลลตามวิธีในขอที่ 3.7.1  แขวนลอยเซลลดวยบฟัเฟอร P1  250 ไมโครลิตร 
จากนั้นเติมบัฟเฟอร P2  250 ไมโครลิตร  ผสมโดยการกลับหลอดจนกระทั่งของผสมเริ่มหนืดและ
ใสข้ึนภายในระยะเวลาไมเกนิ 5 นาท ี   จากนัน้เติมสารละลาย N3  350 ไมโครลิตร ผสมโดยกลบั
หลอดไปมาจนเกิดเปนตะกอนขาว  นาํไปปนเหวี่ยงเพือ่ใหตะกอนตกที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบ
ตอนาท ีนาน 10 นาท ีที่อุณหภูมิหอง    แยกสวนน้ําใสลงใน QIAprep spin column นําไปปน
เหวีย่งดวยความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภมูิหอง นาน 1 นาที  เทสวนน้ําใสทิ้ง    เติม
บัฟเฟอร PB  500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน  นําไปปนเหวีย่งดวยความเร็วรอบ 12,000 รอบตอ
นาทีที่อุณหภูมิหอง นาน 1 นาที  เทสวนน้ําใสทิ้ง    เติมบัฟเฟอร PE 750 ไมโครลิตร ลงในคอลมัน  
นําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็รอบ 12,000 รอบตอนาท ีนาน 1 นาท ีทีอุ่ณหภูมิหอง เทสวนน้าํใสทิง้
กอนทาํการปนเหวี่ยงซ้ําอกีครั้งเพื่อกาํจัดสวนน้ําใสที่เหลือติดคอลัมน    ยายคอลมันมายงัหลอด
ไมโครฟวจใหม  เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB  50-100 ไมโครลิตร ใหลงตรงแผน
กรอง  ตั้งทิง้ไว 1 นาท ี  นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาท ี นาน 1 นาท ี ที่
อุณหภูมิหอง    จะไดสารละลายพลาสมิดอยูในสวนน้าํใส  เก็บพลาสมิดที่อุณหภูม ิ–20Oซ  

 
      3.7.3  วิเคราะหปริมาณพลาสมิดทีส่กัดได  

             
                 วิเคราะหปริมาณพลาสมิดตามวิธีในขอ 3.6.2  
 
3.8  สรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดและวเิคราะหดีเอ็นเอ 

          
      3.8.1  ตัดดีเอ็นเอดวยเรสทริกชันเอนไซม 
 
                ตัดจีโนมกิดีเอ็นเอและพลาสมดิดีเอ็นเอดวยเรสทริกชันเอนไซม  โดยใชบัฟเฟอรและ
อุณหภูมิที่เหมาะสมกับเรสทริกชันเอนไซมตามที่ระบุไวโดยบริษัทผูผลิต 
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      3.8.2   ทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
                  

    ทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสเพื่อวิเคราะหลักษณะและขนาดของพลาสมิดทีถ่กูตัด
ดวยเรสทริกชนัเอนไซมโดยมีวิธีการดังนี้คือ ผสมพลาสมิดปริมาณที่เหมาะสมกับสีติดตาม 
(Promega, USA) หยอดสารละลายลงไปในลงในชองและใช λDNA/HindIII หรือ 1 kb DNA 
ladder (Promega, USA) เปนดีเอ็นเอมาตรฐาน  ซึ่งเจลประกอบไปดวย อะกาโรสเจล 0.7% ใน
บัฟเฟอร 1X TAE (ภาคผนวก ข16) จากนัน้ทาํอิเล็กโทรโฟเรซิสดวยชุดทําอิเลก็โทรโฟเรซิส Mini 
Sub-Cell GT หรือชุดทําอิเล็กโทรโฟเรซิส Mupid-2 ใชความตางศักย 50-100 โวลต   ทิง้ไว
จนกระทั่งสนี้ําเงินของบรอมฟนอลบลูเคลือ่นที่ลงมาจนสุดขอบอะกาโรสเจลอีกดาน  ยอมอะกา
โรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข21) นาน 5-10 นาท ี  ลาง
เอธิ  เดียมโบรไมดสวนเกนิออกดวยน้าํกลั่นปลอดประจุ  ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยเครื่อง UV-light 
Transilluminator (model, USA) ถายภาพดวยกลองถายภาพโพลารอยด (Polaroid, USA) 

  
      3.8.3  การแยกชิ้นดีเอ็นเออกจากอะกาโรสเจล 

 
   ทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสเพื่อแยกชิ้นดีเอ็นเอทีต่ัดดวยเรสทริกชันเอนไซมตาม

ขนาด  ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย UV-light Transilluminator  ตัดเจลใหครอบคลุมแถบดีเอ็นเอที่
ตองการดวยใบมีดและนําชิน้เจลที่ตัดไดใสลงในหลอดไมโครฟวจ  แยกชิ้นดีเอน็เอออกจากอะกา
โรสเจลดวยชดุสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล Geneclean II Kit (BIO101, USA) (ภาคผนวก ข4)
ตามวิธทีี่ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังนี ้   เติมสารละลายโซเดียมไอโอไดด 3 เทาของปรมิาตรชิ้นอะกา
โรสเจล บมทีอุ่ณหภูมิ 45-55Oซ นาน 5 นาท ีหรือจนกระทั่งอะกาโรสเจลละลายหมด    เติมสาร
แขวนลอยทีเ่ขากันของ glass milk 5-10 ไมโครลิตร  ผสมใหสารละลายดีเอ็นเอเขากันกับ glass 
milk แลวทําการบมนาน 5 นาที ที่อุณหภมูิหอง  ระหวางบมใหกลับหลอดเบาๆเพือ่ปองกัน glass 
milk ตกตะกอนทุก 1-2 นาที    นําไปปนตกตะกอนดวยเครื่องปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 12,000 
รอบตอนาที นาน 5 วินาท ี  เทสวนน้ําใสทิ้ง    ลางตะกอนดวยสารละลาย new wash 500-700 
ไมโครลิตร ทําซ้ํา 3 ครั้ง  แตละครั้งที่ลางใหกระจายตะกอนออกใหหมดแลวปนตกตะกอนที่
ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที นาน 5 วินาท ีเทสวนน้ําใสทิ้ง    ระเหยแหงตะกอนแลวชะดีเอน็
เอออกจากตะกอน glass milk ดวยน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อ 20 ไมโครลิตร โดยกระจายตะกอน
ออกใหเขากนัดีในน้ํา  ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาท ีนาน 30 วนิาที  ถายสวนน้าํ
ใสที่มีชิน้ดีเอ็นเอละลายอยูไปยังหลอดไมโครฟวจใหม  เก็บรักษาชิน้ดีเอ็นเอไวที ่-20Oซ 
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      3.8.4  เชื่อมตอช้ินดีเอน็เอกับเวกเตอร 
              

                เชื่อมตอช้ินดีเอน็เอและพลาสมิดเวกเตอรทีถู่กตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมที่เหมาะสม
โดยใช T4 DNA ligase (Promega, USA) อัตราสวนโมลารของชิ้นดเีอ็นเอกับเวกเตอรที่ใชในการ
เชื่อมตอโดยทัว่ไปคือ  5:1 หรือ 3:1  ปรับปริมาตรสุดทายของสารผสมปฏิกิริยาทีใ่ชในการทดลอง
นี้ใหเปน 10 ไมโครลิตรดวยน้ํา  นําของผสมชิ้นดีเอ็นเอ พลาสมิดเวกเตอรและน้ําไปใหความรอนที่ 
65Oซ นาน 10 นาที  ปลอยใหเยน็ลงที่อุณหภูมิหองแลวเติม10X ไลเกชันบฟัเฟอร และ T4 DNA 
ligase   บมของผสมปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 16Oซ นานขามคืนกอนที่จะนําไป ทรานสฟอรมเขาสูเซลล
เจาบาน  

 
3.9  การทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E. coli 

 
      3.9.1   การเตรียมคอมพีเทนทเซลล 
 
                 เตรียมคอมพีเทนทเซลล (Sambrook และ Russell, 2001) โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของ E. 
coli DH5α ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT (ภาคผนวก ก3) 5 มิลลิลิตร  แลวนาํไปเขยาที่อุณหภูมิ 
37Oซ นานขามคืน (16-18 ชั่วโมง) เพื่อใชเปนหัวเชื้อ  จากนั้นถายหวัเชื้อ 700 ไมโครลิตร ไปยัง
อาหารเลีย้งเชือ้เหลว 2YT  70 มิลลิลิตร ที่บรรจุใน armed  flask  นําไปเขยาทีอุ่ณหภูมิ 37Oซ  
จนกระทั่ง OD600 เทากับ 0.3-0.5    ระหวางชวงที่รอการเจริญของเชือ้ใหทําการเตรียมสารละลาย 
MgSO4/ CaCl2 (เตรียมกอนใชและสารละลายทุกชนดิที่ใชเตรียมคอมพีเทนทเซลลตองแชในอาง
น้ําแข็ง) ดังนี ้ ผสมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อที่เยน็ 40 มิลลิลิตร เขากบัสารละลาย CaCl2 1 โมลาร 
ที่ปลอดเชื้อและเย็น  3.5 มิลลิลิตร ในหลอดพลาสติกฝาเกลียว  ผสมใหเขากนัแลวตั้งทิง้ไวในอาง
น้ําแข็งใหไดอุณหภูมิ 4Oซ   จากนัน้เติมสารละลาย  MgSO4 1 โมลาร  ที่ปลอดเชื้อและเย็น 1 
มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันแลวเติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อที่เยน็เพื่อปรับปริมาตรใหเปน 50 
มิลลิลิตร    แชในอางน้าํแข็งกอนจะใช 
                เมื่อไดคา OD600 ตามที่ตองการแลวใหถายเชื้อลงในหลอดเซนตริฟวจปลอดเชื้อ 35 
มิลลิลิตร ที่เยน็ จํานวน 2 หลอด    จากนัน้นาํไปปนเหวี่ยงตกตะกอนเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยง
ชนิดควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 4Oซ  ความเรว็ในการปนเหวี่ยง 4000 รอบตอนาที นาน 6 นาที  
(ตั้งแตขั้นตอนนี้ตองทําที่อุณหภูมิ 4Oซ ตลอด) เทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง    เติมสารละลาย MgSO4/ 

CaCl2 ที่เยน็ 10.5 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลลแตละหลอด  กระจายตะกอนใหเขากับสารละลาย 
MgSO4/ CaCl2 (หามใชเครื่องปนผสม)    แชหลอดเซนตริฟวจทีม่ีตะกอนเซลลและสารละลาย 
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MgSO4/ CaCl2 ในอางน้ําแข็ง  นาน 30-45 นาที  แลวจึงนาํไปปนเหวี่ยงที่อุณหภูม ิ4Oซ  ความเรว็
รอบ 4000 รอบตอนาที นาน 10 นาที  เทสวนน้ําใสทิ้ง    จากนัน้เติมสารละลาย MgSO4/ CaCl2 ที่
เย็น 3.5 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลลแตละหลอดอีกครั้ง  กระจายตะกอนใหเขากับสารละลาย 
MgSO4/ CaCl2  แชในอางน้ําแข็งนาน 45 นาที ข้ึนไป แลวเตมิกลีเซอรอลปลอดเชื้อ 875 
ไมโครลิตร ลงไปในแตละหลอดและผสมใหเขากนัเบาๆ สุดทายทาํการแบงใสในหลอดไมโครฟวจ
ปลอดเชื้อที่เยน็ประมาณหลอดละ 100 ไมโครลิตร แลวเก็บคอมพีเทนทเซลลไวที่อุณหภูมิ –70Oซ 

 
      3.9.2   ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E. coli 
 
                 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E. coli (Sambrook และ Russell, 2001) 
โดยทุกขัน้ตอนทาํที่อุณหภูมิ 4Oซ  ยกเวนชวงทาํ heat shock ดังนี้ นําคอมพีเทนทเซลล E. coli 
DH5α ที่เก็บไวที่อุณหภูมิ  -70Oซ มาแชในอางน้าํแข็งใหละลายชาๆ เมื่อเซลลละลายแลวใหใสรี
คอมบิแนนทพลาสมิดลงในคอมพีเทนทเซลล E. coli DH5α  100 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากนัแลว
นําไปบมในอางน้าํแข็งอยางนอย 30 นาท ี  จากนัน้ทําการ heat shock ที่อุณหภูม ิ42Oซ นาน 90 
วินาท ี  เมื่อครบเวลาใหแชลงในอางน้ําแข็งทันทีนาน 2 นาที  แลวจึงเติมอาหารเหลว 2YT 1 
มิลลิลิตร ลงไปในหลอดเชื้อ และนําไปบมที่อุณหภูมิ 37Oซ  อยางนอย 1      ชั่วโมง  จากนั้นเกลี่ย
เชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่มีแอมพซิิลลิน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ซึ่งผานการเกลี่ยดวย
50 ไมโครลิตร ของ X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ความเขมขน 50 
มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร (ภาคผนวก ข24) และ 7 ไมโครลิตร ของ IPTG (Isopropyl thio-β-D-
galactoside) 0.1 โมลาร (ภาคผนวก ข25) (ทําการเตรียมเกลี่ยสารดังกลาวกอนใชทุกครั้ง) บมที่
อุณหภูมิ 37Oซ  นานขามคนื  
 
3.10  ปฏิกิรยิาลกูโซพอลเิมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
 
         สําหรับการทาํปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ไพรเมอร DEXFWD1 , DEXFWD2 และ DEXREV 
ไดถูกออกแบบจากการหาลาํดับอนุรักษของยีนเดกซแทรนเนสโดยใชโปรแกรม CLUSTALX จาก
แบคทีเรียที่สรางเดกซแทรนเนส 3 สายพนัธุ ไดแก Arthrobacter  globiformis สายพันธุ T-
3044(accession no. D88361) (Oguma และคณะ, 1999), Arthrobacter  sp. สายพันธุ CB-
8(accession no. D00834) (Okushima และคณะ, 1991)  และ Brevibacterium  fuscum  var. 
dextranlyticum (accession no. AB052295) (Mizuno และคณะ, 1999) โดยลําดับนิวคลีโอไทด
ของไพรเมอรแสดงดังตารางที่ 3.3 
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ในปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรสมีความเขมขนสุดทายของแตละสวนประกอบเปนดงันี ้ 
สารละลาย MgCl2 ความเขมขน 2.5  มิลลิโมลาร  สารละลาย dNTPs ความเขมขน 0.2 มิลลิโม
ลาร (แตละตัว) สารละลายไพรเมอร DEXFWD1, DEXFWD2 และ DEXREV  0.2 ไมโครโมลาร    
บัฟเฟอร 1X KOD polymerase    KOD DNA polymerase (Toyobo, Japan) ปริมาณ 2.5 
หนวย    ดีเอ็นเอแมแบบปริมาณ 1 ไมโครกรัม      ในขั้นตอนการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสนี้ได
ทดลองใช annealing temperature ทัง้หมด 3 คาคือ 68, 65 และ 60Oซ  และใชไพรเมอรในการทาํ
ปฏิกิริยา 2 คูคือ DEXFWD1 กับ DEXREV  และ DEXFWD2  กับ  DEXREV  ปริมาตรรวมที่ใชคอื 
50 ไมโครลิตร  โดยสภาวะทีใ่ชในปฏิกิริยาเปนดังนี ้                       
 hot start  ที่อุณหภูม ิ98Oซ                     นาน   1   นาท ี
 denaturation  ที่อุณหภูม ิ98Oซ                     นาน 15   วินาท ี
 annealing   ที่อุณหภูม ิ68, 65 หรือ 60Oซ   นาน   2   วินาที           25 รอบ 
 extention  ที่อุณหภูม ิ72Oซ                     นาน  30  วินาท ี

final extention              ที่อุณหภูม ิ72Oซ                     นาน   5   นาท ี
            ดําเนนิปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ (DNA Thermal Cycler) 
(Perkin Elmer, USA)      
 
3.11  ติดฉลากชิ้นดีเอ็นเอติดตามดวย Digoxigenin (DIG)  
           

นําผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสมาติดฉลากดวยชุดติดฉลากและติดตาม
ตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, 
Germany) (ภาคผนวก ข12) ตามวิธีของบริษัทผูผลิตดังนี้  ดูดสารละลายดีเอน็เอ 16 ไมโครลิตร 
(ประมาณ 1 ไมโครกรัม) ใสในหลอดไมโครฟวจ    นาํไปตมในน้าํเดือดนาน 10 นาท ีเพื่อแยกสาย
ดีเอ็นเอแลวแชในน้าํแข็งทนัที    เตมิสารละลาย DIG High Prime 4 ไมโครลิตร ผสมเบาๆใหเขา
กัน    บมในอางน้ําอุณหภูมิ 37Oซ นาน 20 ชั่วโมง    หยุดปฏิกิริยาโดยแชในน้าํอุน 65Oซ นาน 10 
นาที  เก็บรักษาดีเอ็นเอติดตามไวที่อุณหภมูิ -20Oซ 

 
3.12  Southern hybridization 
 
      3.12.1  Southern transfer 
                  ตัดดีเอ็นเอดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆที่เหมาะสม แลวนําไปทําอะกาโรสเจล    
อิเล็กโทรโฟเรซิส (อะกาโรสเจล 1.0%)  ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย UV-light Transilluminator  และ
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ถายรูปเกบ็ไว  แลวทาํการยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมมเบรนใชระบบบัฟเฟอร ฟ
alkaline transfer buffer (Sambrook และ Russell, 2001)  มีขั้นตอนดังนี ้
                  เตรียมเจลกอนการเคลื่อนยายดีเอ็นเอโดยแชเจลในกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.2  นอร
แมล นาน 10 นาที ลางเจลหลายๆ คร้ังดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ  จากนัน้เติม alkaline 
transfer buffer (ภาคผนวก ข6)  พอทวมเจล  เขยาที่อุณหภูมิหองนาน 15 นาท ี เทบัฟเฟอรเกาทิ้ง
แลวเติม alkaline transfer buffer  ใหมๆ เขาไปแลวเขยาตออีก 20 นาท ี   หลงัจากนั้นเคลื่อนยาย
ดีเอ็นเอไปยังไนลอนเมมเบรน (Pall Bio Support, USA) โดยใช alkaline transfer buffer เปน
สารละลายตวักลางในการเคลื่อนยายและใชกระดาษดดูซับความหนา 5 เซนติเมตร เปนวัสดุดูด
ซับ ปลอยทิง้ไวนานขามคืน  ลางไนลอนเมมเบรนดวย neutralization buffer II (ภาคผนวก ข7) 
โดยการเขยานาน 15 นาททีี่อุณหภูมหิอง เพื่อลางเอาเศษอะกาโรสเจลที่ติดบนไนลอนเมมเบรนอ
อกและปรับภาวะความเปนกรดดางใหเหมาะสม จากนัน้นาํไปซับใหแหง   และทาํการตรึงดีเอ็นเอ
ใหติดบนไนลอนเมมเบรนดวยการนําไนลอนเมมเบรนดานที่มีดีเอ็นเอไปสองดวยแสง
อัลตราไวโอเลตประมาณ 3 นาที  นําไนลอนเมมเบรนไปใชในขั้นตอนไฮบริไดเซชันไดทันทหีรือเก็บ
ไวที่อุณหภูมหิองไดนาน 6 เดือน 

 
      3.12.2  พรีไฮบริไดเซชันและไฮบริไดเซชัน 
 
                  นาํเมมเบรนไปพรีไฮบริไดซดวยสารละลาย DIG Easy Hyb (ภาคผนวก ข12) 
(Roche, Germany) 10 มิลลิลิตร  ที่อุณหภูมิ 42Oซ นาน 30 นาที  เทสารละลายทิง้แลวนําเมม   
เบรนไป    ไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตามทีผ่านการตมซ่ึงละลายอยูในสารละลาย DIG Easy Hyb ที่
อุณหภูมิ 42Oซ นานขามคืน 

หลังขัน้ตอนไฮบริไดเซชันนําไนลอนเมมเบรนที่ไดมาลางดีเอ็นเอติดตามสวนเกินออก  
ดวยสารละลาย 2XSSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ข10) 30-50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง  พรอมกับ
การเขยาเบาๆ นาน 15 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง ทําซ้ํา 2 คร้ัง    จากนัน้ลางอกี 2 คร้ังดวย 
0.5XSSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ข11) ทีอุ่ณหภูมิ 68Oซ นาน 15 นาที  แลวเทสารละลายทิ้ง 

ตรวจหาตาํแหนงดีเอน็เอเปาหมายที่ไฮบริไดซไดกับดีเอ็นเอติดตาม โดยใชชดุติด
ฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, 
Germany) (ภาคผนวก ข12) ตามวิธีของบริษัทผูผลิตดังนี ้ (ทุกขัน้ตอนทําที่อุณหภูมิหอง)   เร่ิม
จากนําไนลอนเมมเบรนที่ลางดีเอ็นเอติดตามสวนเกนิออกแลวมาลางดวย maleic acid buffer 
(ภาคผนวก ข12) ในกลองพลาสติกโดยใชปริมาตรทวมไนลอนเมมเบรน  เขยาเบาๆ นาน 5 นาที 
เทบัฟเฟอรทิง้    จากนัน้เตมิ blocking solution (ภาคผนวก ข12) 100 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ นาน 
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30 นาที เทบฟัเฟอรทิง้  แลวเติมสารละลายแอนติบอดี (Anti-DIG-AP conjugate) ที่เตรียมโดย
การเจือจาง Anti-DIG-AP conjugate (ภาคผนวก ข12) 3 ไมโครลิตร ใน blocking solution 15 
มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชในหลอดพลาสตกิฝาเกลยีว) (เจือจาง 1 : 5,000) เขยาเบาๆ นาน 30 นาที  
เทบัฟเฟอรทิง้  แลวลาง Anti-DIG-AP conjugate สวนเกนิออกดวย maleic acid buffer 100 
มิลลิลิตร  เขยาเบาๆ นาน 15 นาท ี เทบัฟเฟอรทิ้ง ทาํซ้ํา  2 คร้ัง    เติม detection buffer 
(ภาคผนวก ข12) 20 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ นาน 5 นาท ี  เทบัฟเฟอรทิง้    จากนัน้เตรียมสับสเตรต
NBT/BCIP (ภาคผนวก ข12) โดยเจือจางสารละลายในหลอดที่ 5 200 ไมโครลิตร ใน detection 
buffer 10 มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชในหลอดพลาสตกิฝาเกลยีวที่หุมใหมืด)    ยายไนลอนเมม
เบรนมาใสในถุงพลาสติกแลวติดผนึกดานขางเชนเดยีวกับข้ันไฮบริไดซ จากนั้นเทสับสเตรตที่
เตรียมไวลงในถุง  ไลฟองอากาศออกแลวผนึกปดถงุ  นาํไปบมในที่มดื (หามเขยา) ตั้งทิ้งไวจนกวา
จะเกิดแถบสีชดัเจน (ประมาณ 1 ชั่วโมง - 16 ชั่วโมง)    เมื่อเสร็จส้ินการบมกับสับสเตรตแลวนําเม
มเบรนออกจากถุงพลาสติกมาลางในน้ํากลั่นปลอดประจุปลอดเชื้อ นาน 10 นาที  ซับและตากให
แหงจงึเก็บใสถุง 

 
3.13  Dot blot hybridization 
 
        เตรียมไนลอนเมมเบรนโดยนําเมมเบรนมาแชในน้ําเพื่อไลอากาศแลวซับใหแหง  ใชดินสอ
ขีดแบงตารางใหมีจํานวนชองเหมาะสมกบัจํานวนดีเอ็นเอตัวอยางที่จะหยด  ตมดีเอ็นเอตัวอยาง
นาน 10 นาที แลวทําใหเยน็ลงทนัท ี เพื่อแยกใหเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว หยดดีเอ็นเอควบคุมผลบวก
และผลลบทุกครั้งเพื่อใชในการอางอิง  หลงัจากการหยดดีเอ็นเอตามตองการแลวนาํไปสองดวย
แสงอัลตราไวโอเลตเพื่อตรึงดีเอ็นเอใหติดบนเมมเบรน จากนั้นทําพรีไฮบริไดเซชันและไฮบริได     
เซชันตามขั้นตอนและวิธกีารเชนเดียวกับการทํา Southern hybridization ทุกประการ 
 
3.14 การสังเคราะหไพรเมอรและหาลําดับนิวคลีโอไทด 
 

สังเคราะหไพรเมอรและหาลาํดับนิวคลีโอไทดโดยหนวยบริการชีวภาพของสํานกังานพัฒนา
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงชาติ (สวทช.) 

วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม DNASIS, BlastX และ CLUSTALX 
 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1   การสรางดีเอ็นเอติดตามยีนเดกซแทรนเนสโดยปฏิกริิยาลูกโซพอลิเมอเรส 
  
 ในปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรสไดใชไพรเมอร 3 ชนิด ไดแก DEXFWD1, DEXFWD2 และ 
DEXREV ที่ออกแบบจากบริเวณอนุรักษของยนีที่ประมวลรหัสการสรางเดกซแทรนเนสสามชนดิ
ตามที่ไดระบุในขอที่ 3.10 โดยวิเคราะหบริเวณอนุรักษของยนีดวยโปรแกรม CLUSTALX ดัง
แสดงผลการวเิคราะหในภาคผนวก ค1 ขนาดของผลิตภัณฑโดยประมาณจากการใชคูไพรเมอร 
DEXFWD1 กับ DEXREV คือ 1.1 กิโลเบส และจากการใชคูไพรเมอร DEXFWD2 กับ DEXREV 
คือ 1.0 กิโลเบส   ทดลองใชอุณหภูมิชวง annealing 3 สภาวะ ไดแก 68, 65 และ 60Oซ  โดยใช
สารผสมปฏิกริิยาชนิดอืน่ๆดวยความเขมขนดังที่ไดกลาวไวในขอ 3.10  หลังจากดําเนนิปฏิกิริยา
ลูกโซพอลิเมอเรสแลวตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ที่ไดโดยทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ไดผล
ดังที่แสดงในรูปที่ 4.1 จากรปูพบวาเมื่อใชคูไพรเมอร DEXFWD2 กับ DEXREV และอุณหภูมิชวง 
annealing 65 (ชองที่ 5) และ 60Oซ (ชองที ่ 7)  จะใหผลิตภัณฑ PCR ที่จาํเพาะขนาดประมาณ 
1.0 กิโลเบส  โดยกรณีใชอุณหภูมิชวง annealing 60Oซ  จะใหผลิตภัณฑ PCR ปริมาณมากกวา  
แตเมื่อใชคูไพรเมอร DEXFWD1 กับ DEXREV ที่อุณหภูมิชวง annealing ทั้ง 3 สภาวะดังกลาวไม
เกิดผลิตภัณฑ PCR ที่จําเพาะ 
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                                                    1    2    3    4   5    6    7   8 

 

รูปที่ 4.1  ภาพอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิสผลิตภณัฑจากปฏกิริิยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 

ชองที ่1 และ 8             1 kb DNA ladder  
ชองที ่2, 4 และ 6 ผลิตภัณฑ PCR จากการใชไพรเมอร DEXFWD1 กับ DEXREV ที่

อุณหภูมิชวง annealing เทากับ 68, 65 และ 60Oซ ตามลําดับ 
ชองที ่3, 5 และ 7 ผลิตภัณฑ PCR จากการใชไพรเมอร DEXFWD2 กับ DEXREV ที่

อุณหภูมิชวง annealing เทากับ 68, 65 และ 60Oซ ตามลําดับ 
 
 ทําการโคลนผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 1.0 กิโลเบส ที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ
เรสดังกลาว โดยเชื่อมผลิตภัณฑ PCR เขากับพลาสมดิ pGEM-7Zf(+) ที่ตัดดวย SmaI และ 
ทรานสฟอรมเขายัง E. coli DH5α  สามารถคัดเลือกโคลนที่ตองการที่มีผลิตภัณฑ PCR ขนาด
ประมาณ 1.0 กิโลเบส ดงักลาวไดและตัง้ชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ไดวา pDEX  จากนั้นหา
ลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของผลิตภัณฑ PCR ในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pDEX โดยใชไพรเมอร 
T7 และ SP6 ที่จําเพาะกับบริเวณตาํแหนงโคลนของพลาสมิด pGEM-7Zf(+)  เมื่อทาํการ
เปรียบเทียบลาํดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR ที่ไดกับยีนในฐานขอมูล GenBank ดวย
โปรแกรม DNASIS พบวาลําดับนวิคลีโอไทดที่ไดจากการใชไพรเมอร T7 และ SP6 มีความ
เหมือนกับยนีเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter  globliformis สายพนัธุ T-3044 (Oguma 
และคณะ, 1999) 86.9% และ 80.2%  ตามลําดับ ดังแสดงในภาคผนวค ค2 และ ค3 

นําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมาสรางเปนดเีอ็นเอติดตามยีนเดกซแทรนเนสโดยการติดฉลาก
ดวย DIG ใหชื่อดีเอ็นเอตดิตามนี้วา DEX-probe และนําไปใชในการติดตามยนีเดกซแทรนเน
สดวยวิธีไฮบริไดเซชันในขั้นตอนตอไป 
 

กิโลเบส 
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4.2   ติดตามยีนเดกซแทรนเนสดวยเทคนิค  Southern hybridization 
 
 ตัดจีโนมิกดีเอน็เอของ Arthrobacter  sp. สายพันธุ AG-2 อยางสมบูรณดวยเรสทริกชัน
เอนไซม 6 ชนิด ไดแก BamHI, BglII, SalI, SmaI, XbaI และ XhoI  และนําไปทําอะกาโรสเจล      
อิเล็กโทรโฟเรซิสแลวจึงทํา Southern hybridization ตามวิธกีารในขอ 3.12 โดยใช DEX-probe 
เปนดีเอ็นเอตดิตาม  ผลการติดตามดังแสดงในรูปที ่ 4.2  จากรูปพบวาเรสทริกชนัเอนไซมที่ใชให
สัญญาณจากการไฮบริไดซขนาดตางกัน ซึ่งในทีน่ี้สัญญาณที่ไดจากการตัดดวย BamHI (ชองที่ 
4), SmaI (ชองที ่ 7) และ XhoI (ชองที ่ 9) มีขนาดประมาณ 1.9, 5 และ 4 กิโลเบสตามลําดบั
ซึ่งหมาะสมในการโคลนยีนเดกซแทรนเนสซึ่งจะกลาวในลําดับตอไป 
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        1    2    3    4    5    6    7    8    9    10    1    2    3    4    5    6    7    8    9  10   

ก.) ข.) 
 
รูปที่ 4.2  ก.) ภาพอะกาโรสเจลที่มีจโีนมิกดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 
ที่ตัดอยางสมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ  ข.) สัญญาณจาก Southern 
hybridization ดวย DEX-probe 
 
ชองที ่1 และ 10          1 kb DNA ladder และ λ/HindIII marker ตามลําดับ 
ชองที ่2                       pGEM-7Zf(+) ตัดดวย EcoRI (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที ่3                       pDEX ตัดดวย BamHI และ EcoRI (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที4่-9                จีโนมิกดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 ที่ตดัอยางสมบูรณ                

ดวย  BamHI, BglII, SalI, SmaI, XbaI และ XhoI ตามลาํดับ 
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4.3 โคลนยีนเดกซแทรนเนสจากชิ้นดีเอ็นเอที่ติดตามไดจาก Southern hybridization 
 
 ตัดจีโนมิกดีเอน็เอของ Arthrobacter  sp. สายพนัธุ AG-2 อยางสมบูรณดวย BamHI, 
SmaI และ XhoI  ทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสเพื่อแยกชิ้นดีเอน็เอออกจากกนัตามขนาด และ
คัดแยกเฉพาะชิ้นดีเอ็นเอในบริเวณที่เกิดสญัญาณจากการไฮบริไดซมาโคลนเขาตาํแหนง BamHI, 
SmaI และ XhoI ของพลาสมิดพาหะ  pGEM-7Zf(+)  ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู 
E. coli DH5α การคัดเลือกโคลนที่มียนีเดกซแทรนเนสโดยนํามาสกดัพลาสมิดและทํา Dot blot 
hybridization ดวย DEX-probe ดังแสดงในรูปที่ 4.3 จากผลที่ไดพบวาโคลน B7 ซึ่งเปนโคลนของ
ชิ้นดีเอ็นเอ BamHI มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ตองการ  จงึนําโคลน B7 นี้มาแยกสกัดพลาสมิด
และตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่โคลนไดโดยตัดดวย BamHI    แลวทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเร
ซิส  พบวาโคลน B7 มีชิน้ดีเอ็นเอสอดแทรก  BamHI  ขนาดประมาณ 1.9 กิโลเบส  ตั้งชื่อรีคอม
บิแนนทพลาสมิดวา  pSUDEX1   
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           A    B    C   D    E    F   G 

 
รูปที่ 4.3  ภาพแสดงการทาํ Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนทพลาสมดิจากโคลนที่
มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก  BamHI  ดวย DEX-probe 
 
ชองที ่A1                 พลาสมิด pDEX (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที ่A2                 พลาสมิด pGEM-7Zf(+) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที ่C1 ถึง G10     รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนที่ใช  BamHI 
 

เมื่อนํารีคอมบิแนนทพลาสมดิ  pSUDEX1  ไปหาลําดับนวิคลีโอไทดโดยไพรเมอร 
T7,SP6, DEX1, DEX2 และ DEX3 เพื่อหาลาํดับนวิคลีโอไทดทั้งหมดของชิ้นดีเอน็เอ BamHI  ที่
โคลนได  และนําไปเปรียบเทียบกับยีนในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม DNASIS พบวา
ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดเีอ็นเอ SUDEX1 มีความเหมือน 74.9, 74.3 และ 68.9% กับยีนเดกซ
แทรนเนสของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ CB-8 (Okushima และคณะ, 1991), ยีนเอนโดเดกซ
แทรนเนสของ Arthrobacter globliformis สายพนัธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999) และยีน
ไอโซมอลโท-ไทรโอเดกซแทรนเนสของ Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum สายพนัธุ 
0407 (Mizuno และคณะ, 1999) ตามลําดับ แตชิ้นดีเอน็เอ SUDEX1 ที่ไดยังไมครบกรอบอานรหัส
เปดและไมพบรหัสหยุด (stop codon)  จึงตองสรางดีเอ็นเอติดตามยนีเดกซแทรนเนสสวนที่เหลอื
และโคลนยนีเดกซแทรนใหครบกรอบอานรหัสเปดตอไป 
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4.4 โคลนยีนเดกซแทรนเนสใหครบกรอบอานรหัสเปด 
          

นําลาํดับนวิคลีโอไทดที่ไดจากขอ 4.3  มาหาตําแหนงเรสทริกชนัเอนไซมทัง้หมดในชิ้นดี
เอ็นเอทีโ่คลนไดดวยโปรแกรม DNASIS  พบวาปลาย 3’ ของชิ้นดีเอน็เอมีตําแหนงจดจําของ PstI  
ดังแสดงในรูปที่ 4.9 จึงนาํพลาสมิด pSUDEX1 มาตัดดวย PstI  และ BamHI  ไดชิ้นดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ  390  คูเบส  นําชิน้ดีเอ็นเอนี้มาสรางเปนดีเอ็นเอติดตามยีนสวนที่เหลือโดยนํามาตดิ
ฉลากดวย DIG และตั้งชื่อวา PB-probe 

ติดตามยีนสวนที่เหลือดวยวธิี Southern hybridization  ดวยการตัดจีโนมกิดีเอ็นเอของ 
Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 อยางสมบรูณดวยเรสทริกชันเอนไซมตางๆ ดงัแสดงในรูปที ่4.4  

 
          1   2  3   4  5   6  7  8  9  10 11 12 13     1  2  3  4   5   6   7   8  9 10 11 12 13 

           ก.)   ข.) 
 
รูปที่ 4.4  ก.) ภาพอะกาโรสเจลที่มีจีโนมิกดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 ที่
ตัดอยางสมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ  ข.) สัญญาณจาก Southern 
hybridization ดวย PB-probe 
 
ชองที ่1 และ 13   1 kb DNA ladder และ λ/HindIII marker ตามลําดับ 
ชองที ่2    pSUDEX1 ตัดดวย PstI-BamHI (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที ่ 3-12      จีโนมกิดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 ที่ตัดอยางสมบูรณดวย

PstI, PstI-BglII, PstI-EcoRI, PstI-HindIII, PstI-NarI, PstI-NcoI, PstI-SacI, 
PstI-SalI, PstI-SmaI และ PstI-XhoI ตามลําดับ 
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 จากผลการทาํ Southern hybridization พบวาไมวาจะทาํการตัดดวย PstI เพียงชนดิเดียว 
หรือการตัด PstI รวมกับเรสทริกชนัเอนไซมอ่ืน จะใหสัญญาณการไฮบริไดซขนาดเดียวกนั  
ประมาณ 0.6 กิโลเบส  แสดงวาดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ในบริเวณถัดจาก
ชิ้นดีเอ็นเอ BamHI ของรีคอมบิแนนทพลาสมิด pSUDEX1 นี้มีตําแหนงตัดของ PstI กอนตําแหนง
ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมอ่ืนๆที่เลือกมาใชในงานวิจัยนี ้ ดังนัน้ในขัน้ตอนการโคลนยีนสวนที่เหลอื
จึงเลือกโคลนชิ้นดีเอ็นเอ PstI  โดยติดตามยีนเดกซแทรนเนสสวนทีเ่หลอืดวย PB-probe 
 โคลนยนีเดกซแทรนเนสสวนที่เหลือโดยการตัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สาย
พันธุ AG-2 อยางสมบูรณดวย PstI  สกัดดีเอ็นเอบริเวณที่เกิดสญัญาณจากการไฮบริไดซและ
โคลนเขาตําแหนง PstI ของ pGEM-5Zf(+)  จากนัน้ทรานสฟอรมเขายัง E. coli DH5α    ทําการ
คัดเลือกโคลนที่มียนีเดกซแทรนเนสโดยนาํมาสกัดพลาสมิดและทํา Dot blot hybridization ดวย 
PB-probe ดังแสดงในรูปที่ 4.4 จากผลที่ไดพบวาโคลน C5, E4 และ F8 มีรีคอมบิแนนทพลาสมิด
ที่ตองการ แตกลุม C5 เกิดสัญญาณเขมที่สุดจึงนําโคลน C5 นี้มาแยกสกัดพลาสมดิและตรวจสอบ
ขนาดชิ้นดีเอน็เอที่โคลนไดโดยตัดดวย PstI  แลวทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  พบวาโคลน C5 
มี  pGEM-5Zf(+) ที่มีชิน้ดีเอ็นเอสอดแทรก  PstI  ขนาด ประมาณ 0.6 กิโลเบส ดงัแสดงในรูปที ่
4.9 ตั้งชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดวา  pSUDEX2   
                                            A    B    C    D    E    F 

 
รูปที่ 4.5  ภาพแสดงการทํา Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคลน 
ที่มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก PstI จาก Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ดวย PB-probe 
 
ชองที ่A1 และ F9 พลาสมิด pSUDEX1 (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที ่A2 และ E9 พลาสมิด pGEM-5Zf(+) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที ่C1 ถึง D9  รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนโดยใช  PstI 
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เมื่อนํารีคอมบิแนนทพลาสมดิ  pSUDEX2  ไปหาลําดบันิวคลีโอไทดโดยการใชไพรเมอร 
T7 และ SP6 นําลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX2 ไปเปรียบเทียบกับยีนในฐานขอมูล
ของ GenBank พบวาชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX2 มีความตอเนื่องกับชิน้ดีเอ็นเอ SUDEX1 แตเมื่อ
วิเคราะหดวยโปรแกรม DNASIS พบวาชิน้ดีเอ็นเอ SUDEX1 ที่โคลนไดยังไมครบกรอบอานรหสั
เปดและไมพบรหัสหยุด (stop codon)  จึงตองสรางดีเอ็นเอติดตามยนีเดกซแทรนเนสสวนที่เหลอื
และโคลนยนีเดกซแทรนใหครบกรอบอานรหัสเปดตอไป 

นําลาํดับนวิคลีโอไทดของชิน้ดีเอ็นเอ PstI ใน pSUDEX2  มาหาตําแหนงตัดเรสทริกชัน
เอนไซมทัง้หมดในชิ้นดีเอน็เอที่โคลนไดดวยโปรแกรม DNASIS  พบวาในสวนทายของชิ้นดีเอ็นเอมี
ตําแหนงจดจาํของ BamHI  จึงนาํพลาสมิด pSUDEX2 มาตัดดวย  BamHI และ PstI ไดชิ้นดีเอ็น
เอขนาดประมาณ 300 คูเบส  นําชิ้นดีเอ็นเอนีม้าสรางเปนดีเอ็นเอติดตามยนีสวนทีเ่หลือโดยนํามา
ติดฉลากดวย DIG และตั้งชื่อวา BP-probe 

ติดตามยีนสวนที่เหลือดวยวธิี Southern hybridization  ดวยการตัดจีโนมกิดีเอ็นเอของ 
Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 อยางสมบรูณดวยเรสทริกชันเอนไซมตางๆ ดงัแสดงในรูปที ่4.6 

 
                1  2  3  4  5  6  7  8  9 10 11 12 13 14 15    1   2  3  4   5  6   7  8  9 10 11 12 13 14 15 

 
รูปที่ 4.6  ก.) ภาพอะกาโรสเจลที่มีจีโนมิกดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 ที่
ตัดอยางสมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ  ข.) สัญญาณจาก Southern 
hybridization ดวย BP-probe 
 
ชองที ่1           1 kb DNA ladder และ λ/HindIII marker ตามลําดับ 
ชองที ่2  pSUDEX2 ตัดดวย BamHI –PstI (ตัวควบคุมผลบวก) 

       กิโลเบส 
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     2.0 
     1.5 
     1.0 
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ชองที ่3  pGEM-5Zf(+) ตัดดวย PstI (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที ่4-15 จีโนมกิดีเอ็นเอของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 ที่ตัดอยางสมบูรณดวย 

BamHI, BamHI-SmaI, BamHI-XhoI, BamHI-BglII, BamHI-EcoRI, BamHI-
HindIII, BamHI-NarI, BamHI-NcoI, BamHI-PstI, BamHI-SalI, BamHI-XbaI 
และ BamHI-SacI  ตามลําดับ 

 
จากผลการทาํ Southern hybridization พบวาการตัดดวย  BamHI ใหสัญญาณการไฮบริ

ไดซขนาดประมาณ 2.2 กิโลเบส การโคลนยีนเดกซแทรนเนสสวนทีเ่หลอืโดยการตัดจโีนมิกดีเอน็เอ
ของ Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 อยางสมบูรณดวย  BamHI สกัดดีเอ็นเอจากเจลบริเวณที่
เกิดสัญญาณจากการไฮบริไดซและโคลนเขา pGEM-3Zf(+)  จากนัน้ทรานสฟอรมเขายงั E. coli 
DH5α    ทําการคัดเลือกโคลนที่มยีีนเดกซแทรนเนสโดยนํามาสกัดพลาสมิดและทาํ Dot blot 
hybridization  ดวย  BP-probe   ดังแสดงในรูปที ่4.7 จากผลที่ไดพบวาโคลน B4 มีรีคอมบิแนนท 
พลาสมิดที่ตองการ จึงนําโคลน B4 นี้มาแยกสกัดพลาสมิดและตรวจสอบขนาดชิน้ดีเอ็นเอ
สอดแทรกที่โคลนไดโดยตัดดวย BamHI  แลวทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  พบวาโคลน B4 มี
ชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก  BamHI ขนาด ประมาณ 1.6 กิโลเบสอยูในบริเวณโคลน  ตั้งชื่อรีคอม
บิแนนท พลาสมิดวา  pSUDEX3   
                                                                   A         B 

 
รูปที่ 4.7  ภาพแสดงการทํา Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคลน 
ที่มีชิ้นดีเอ็นเอ BamHI จาก Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 ดวย BP-probe 
 
ชองที ่A1 และ B7 พลาสมิด pSUDEX2 (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที ่A2   พลาสมิด pGEM-3Zf(+) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที ่A3 ถึง B6  รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนโดยใช  BamHI 
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เมื่อนํารีคอมบิแนนทพลาสมดิ pSUDEX3 ไปหาลําดับนวิคลีโอไทดทัง้หมดของชิน้ดีเอ็นเอ
SUDEX3 โดยการใชไพรเมอร T7, SP6, DEX4, DEX5 และ DEX6    และนําลาํดับนิวคลีโอไทด
ของชิ้นดีเอ็นเอทั้งหมดทีโ่คลนไดมาเชื่อมใหตอเนื่องกันเพื่อนาํไปวิเคราะหกรอบอานรหัสเปดดวย
โปรแกรม DNASIS พบกรอบอานรหสัเปดที่สมบรูณ  จึงนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ตอเนื่องมา
วิเคราะหในขัน้ตอนตอไป 
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4.5 ลําดับนวิคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 
 

นําลาํดับนวิคลีโอไทดที่ตอเนื่องของชิน้ดีเอ็นเอที่โคลนไดทั้งหมดมาหากรอบอานรหสัเปด
ดวยโปรแกรม DNASIS  ดังแสดงในรูปที่ 4.8  จากรูปพบวาตําแหนงที่ถอดรหัสเปนยนีเดกซแทรน
เนสคือลําดับนิวคลีโอไทดในตําแหนงที ่ 468-2366 คิดเปนลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด 1899 คูเบส 
ถอดรหัสเปนกรดอะมิโน 633 หมู (SDX) มีน้ําหนักโมเลกุลโดยคาดประมาณ 70.3 กโิลดัลตัน และ
พบบริเวณที่คาดวาจะเปนบริเวณจับเกาะของไรโบโซม (RBS) อยูกอนรหัสเร่ิมตน 5 คูเบสและพบ
บริเวณ inverted repeat อยูหลังรหัสหยดุ 26 คูเบส  เมื่อทําการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด
ของยีนเดกซแทรนเนส (sdx) ที่ไดในงานวจิัยนี้กับยีนในฐานขอมูล GenBank พบวามีความเหมือน 
83.2% กับยีนเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter  globiformis  T-3044 (Oguma และคณะ, 
1999) , 82.3% กับยนีเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. CB-8 (Okushima และคณะ, 1991)  
และ 65.2%  กับยนีไอโซมอลโทไทรโอ-เดกซแทรนเนสของ  Brevibacterium  fuscum  var. 
dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999) ดังแสดงในภาคผนวก ค4, ค5 และ ค6 ตามลําดบั 
และผลการวิเคราะหความเหมือนของโปรตีนที่แปลรหัสไดจากยีน sdx  กับเอนไซมที่สามารถยอย
เดกซแทรนไดชนิดอื่นจากฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BlastX พบวามีความเหมือน   
83%   กับเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter  globiformis  T-3044 (Oguma และคณะ, 
1999)  82% กับยนีเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. CB-8 (Okushima และคณะ, 1991)    
และ 79%  กับยีนไอโซมอลโทไทรโอ-เดกซแทรนเนส ของ  Brevibacterium  fuscum  var. 
dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999) ดังแสดงในภาคผนวก ค7, ค8 และ ค9 ตามลําดบั 
จากขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดสามารถนาํไปสรางแผนที่เรสทรกิชันของชิน้ดีเอ็นเอ SUDEX 
โดยละเอียดดงัแสดงในรูปที ่4.9   

เมื่อวิเคราะหบริเวณอนุรักษของเอนไซมเดกซแทรนเนสโดยโปรแกรม CLUSTAL X 
รวมกับกลุมเอนไซมที่สามารถยอยเดกซแทรนไดที่ถูกจัดไวอยูในกลุมเดยีวกนั 5 ชนดิ โดย Aoki 
และ Sakano (1997) ไดแกเอนโดเดกซแทรนเนส 3 ชนิด จาก Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8  
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1  5'GGATCCCGGTAAACCCCAACCACACCTGGCTCAACGCCGAAGCGCAGAGGACCGACCCCG 
61   GCTCCGTGTTCGCCTGGTACCGCCGGCTGGTCCGGTTCCGGCATGAAGAGACTGTCCTCA 
121  TCGACGGGCGCTTCACCCTGCTGTACCCGGAGGACCCGCAACTGTTCGCCTACACTCGCA 
181  CCAACGAAGACACCAGTCTGCTGGTCCTGGCCAACTGCTCCGCCGAATCTGTTCCTCTGG 
241  GCGCGGAAATCGAAACCGGATGGGCGCATGCGGACGTTCTCCTGAATAACCAGCCTGACG 
301  CTAACCTCGCCCAGCAATTGCGGCCCTGGGAGGTGATCGTCCTCCGTAAACGCCTCAGCT 
361  GAAGTAACCCATGGCCGGAAAACCCCGGTACCCGCACAACGGAGTGTGCTGCTACTCAAA 
                                           SD        
421  GGAGCAGTCTCCATGGGCACAACGCCCGATTGACGAGAGGAACTATCATGCCCGGATCAG 
1                                                   M  P  G  S  G   
 
481  GGCTGACGCTACTAGCCAAAACCATCACCATCGCCGCAGCCACCGTGCTTGTGGGCAGCG 
6      L  T  L  L  A  K  T  I  T  I  A  A  A  T  V  L  V  G  S  G   
 
541  GCGCTGCCATCCCGGCACAGGCCACCGGCAGCACGCCAGCTGACCCGAAGAAAGCCGCCG 
26     A  A  I  P  A  Q  A  T  G  S  T  P  A  D  P  K  K  A  A  E   
 
601  AAGTCAGCACCGTGGACAACGGCAACCTGCACACCTGGTGGCATGACAACGGGGTCTTCA 
46     V  S  T  V  D  N  G  N  L  H  T  W  W  H  D  N  G  V  F  N   
 
661  ACACCGAAGGCCCCACCGGGGACAACGAGGTCCGCCGGTCGTCCTTCTACGACGTCCAGG 
66     T  E  G  P  T  G  D  N  E  V  R  R  S  S  F  Y  D  V  Q  V   
 
721  TTGCGCAGGCAACGCAGCCTGACAAGGCGTACGACGCGTTCACGTACATGAGCATCCCCA 
86     A  Q  A  T  Q  P  D  K  A  Y  D  A  F  T  Y  M  S  I  P  R   
 
781  GGAGCGGGAAGGGCAAGATCGGCTACACCAAGGAGGACGGCGCCGAGTTCTCCTCCCAGG 
106    S  G  K  G  K  I  G  Y  T  K  E  D  G  A  E  F  S  S  Q  A   
 
841  CGGGCCTGTCCATGAGCTGGGCCAGCTTCGAATATGCCAAGGACGTCTGGGTGGACGTCA 
126    G  L  S  M  S  W  A  S  F  E  Y  A  K  D  V  W  V  D  V  N   
 
901  ATCTCAAGACCGGCCAGACCATCACATCGGCCGACCAGGTCCAGATCCGGCCCAGCAGCT 
146    L  K  T  G  Q  T  I  T  S  A  D  Q  V  Q  I  R  P  S  S  Y   
 
961  ACAACTTCGAAAAACAGCTCGTGGACGCGGACACCGTAAAGATCAAGGTGCCATACTCTG 
166    N  F  E  K  Q  L  V  D  A  D  T  V  K  I  K  V  P  Y  S  D   
 
1021 ACGCCGGATACCGGTTCTCGGTGGAGTTCGAGCCGCAGCTGTACACGGCGTACAACGACA 
186    A  G  Y  R  F  S  V  E  F  E  P  Q  L  Y  T  A  Y  N  D  M   
 
1081 TGAGCGGCGACAGCGGCAAGCTCACCACCGAAGCCGAGGGCAACCGCGCCATCCACACTG 
206    S  G  D  S  G  K  L  T  T  E  A  E  G  N  R  A  I  H  T  E   
 
1141 AGCCTCGCAACTCGATGATGATCTTCGCCGAGCCCAAGCTCCGGGGCGAGCAGAAGGAGC 
226    P  R  N  S  M  M  I  F  A  E  P  K  L  R  G  E  Q  K  E  R   
 
1201 GGCTGATTCCCACGGAGGAGTCAGGCAGCATCCACTACCCGGCCGAAGGTGAGGTAACCA 
246    L  I  P  T  E  E  S  G  S  I  H  Y  P  A  E  G  E  V  T  N   
 
1261 ACCTCAACACCGTTACCGAAGACATCATCTACTTCAAGCCCGGCACCTACAGCATGGGCT 
266    L  N  T  V  T  E  D  I  I  Y  F  K  P  G  T  Y  S  M  G  S   
 
1321 CGGACTACCATGCCGTCCTGCCGCCCAACGTCAAGTGGGTGTATCTGGCCCCAGGCGCCT 
286    D  Y  H  A  V  L  P  P  N  V  K  W  V  Y  L  A  P  G  A  Y   
 
1381 ACGTGAAGGGAGCCTTCCGGTTCTTCCACGACAACCAAAGCCAGTACAAGGTCACCGGCT 
306    V  K  G  A  F  R  F  F  H  D  N  Q  S  Q  Y  K  V  T  G  Y   
 
1441 ATGGCGTCCTCTCCGGCGAGCAATACGTATACGAGGCGGACACGAACAACGATTACAACC 
326    G  V  L  S  G  E  Q  Y  V  Y  E  A  D  T  N  N  D  Y  N  H   
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1501 ATCTCAGCGGGGCGTCCAACTGCCACTCATCGTGCGTGAAGATGCTGCAGTTCGCGTCAG 
346    L  S  G  A  S  N  C  H  S  S  C  V  K  M  L  Q  F  A  S  A   
 
1561 CCGACGCCGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTCACCATCAATGAACCGCCCTACCACT 
366    D  A  E  Q  K  L  D  L  Q  G  V  T  I  N  E  P  P  Y  H  S   
 
1621 CGTTTGTGGTCTACGGGAACGAGCAGACCTTCCACATGAACGTGGAGAACTACAAGCAGG 
386    A  V  V  Y  G  N  E  Q  T  F  H  M  N  V  E  N  Y  K  Q  V   
 
1681 TGGGCAGCTGGTACTGGCAAACGGACGGCATCGAGCTGTACAAGGGCAGCAGCATGAAGA 
406    G  S  W  Y  W  Q  T  D  G  I  E  L  Y  K  G  S  S  M  K  N   
 
1741 ACACGTTCTTCAACTCCAACGACGACGTACTGAAGATGTACCACAGCGACGTCACCATTG 
426    T  F  F  N  S  N  D  D  V  L  K  M  Y  H  S  D  V  T  I  D   
 
1801 ATAACACCGTGATCTGGAAAAACGAGAACGGACCCGTGGTCCAGTGGGGCTGGACGCCAC 
446    N  T  V  I  W  K  N  E  N  G  P  V  V  Q  W  G  W  T  P  R   
 
1861 GGAACATCGACAACGTGAACGTCACCAACACCTCGGTCATCCACAACCGGATGTACTGGA 
466    N  I  D  N  V  N  V  T  N  T  S  V  I  H  N  R  M  Y  W  K   
 
1921 AGGACGTCAAGTACAACACTTGCATCTTCAATTCCTCCTCTCACTGGGAGGACATGGGAT 
486    D  V  K  Y  N  T  C  I  F  N  S  S  S  H  W  E  D  M  G  S   
 
1981 CCACCATCAAGGCGGACCCCACCACCACGGTCAAGAACATGTCGTTCGAAAACTTCACGG 
506    T  I  K  A  D  P  T  T  T  V  K  N  M  S  F  E  N  F  T  V   
 
2041 TTGAGGGCATGGCCAACTGCGCCATCCGCGTCTACGCCCTGTCCAACACCGAGAACATCA 
526    E  G  M  A  N  C  A  I  R  V  Y  A  L  S  N  T  E  N  I  N   
 
2101 ACATCAAGAATCTCAAGATCGATAGCTGGAACGGACTCGACTGGACCTCCCAGGTCAGCC 
546    I  K  N  L  K  I  D  S  W  N  G  L  D  W  T  S  Q  V  S  H   
 
2161 ATCTCAAGCGCTACACCAACCCCGCCGGTGAAAAGGTGACCATCGGCAACGAGGTTCCTG 
566    L  K  R  Y  T  N  P  A  G  E  K  V  T  I  G  N  E  V  P  A   
 
2221 CCGGCAACGGCCTTGCCCTGGAGAACTACTCGATAGGCGGCGAAGTAATCGAGAAATCTG 
586    G  N  G  L  A  L  E  N  Y  S  I  G  G  E  V  I  E  K  S  A   
 
2281 CAGGCAACTGGGCCGACTACCGGCTGGGCCGGCTTGGCTTCGACGGCGAGAACTGGGACA 
606    G  N  W  A  D  Y  R  L  G  R  L  G  F  D  G  E  N  W  D  S   
 
2341 GCTGGAACGCGTTTAAGTCCACGCCCTAACGGACTGGGTTCCAACAGCGTCTCGGGGGGG 
626    W  N  A  A  K  S  T  P  *  
 
2401 CGGAAAGCCGAACAAAACGGCTGACCGCCCCCTTTGATCTCCGCTCAAGCGTCCCTACGG 
2461 AAAGGACCACCATGACCGTCAAGCCCGGCACGGCCAGCCATCTCATTGGCATCGACGTAG 
2521 GCGGAACCGGCATCAAAGGCGGCATTGTCAACGTCGCCTCCGGCACCCTTGCTGGACCTT 
2581 CAATCCGGATGGAGACACCCAGGCCCGCGACCCCCTCCGCTGTGGCCGCCGTGGTGTCCA 
2641 TCCTTGTTGCCGCACTCGAGGACATGCCTGGCTGTCCCCACAGCAGCCAGCCGGTGGGAA 
2701 TTACCTTCCCCGGTATCATCCAGAACGGCATCGCCCGCTCGGCCGCCAACATGGACAACT 
2761 CATGGATCGGAGTCGACGCGGCTGCGATCTTTTCCGCCGGACTCCAGCGGGACGTCGTGG 
2821 TGTTAAACGATGCCGATGCCGCAGGACTCGCCGAAGCCACGTGCGGTGCGGGCCGGGGAA 
2881 TCCCGGGAACAGTGCTGGTCATCACCCTTGGGACGGGGATCGGCTCCGCCCTGGTGTTCG 
2941 ACGGCAAACTGGTGCCGAACGCGGAATTGGGCCACCTTGCCATTGACGGCTTCGCGGCGG 
3001 AAATTGCTGCCTCGGCCGTGGCCCGCGAGCGCGACGGCATCACATGGGCGGAGTACAGCG 
3061 TCAGGCTGCAGCGCTACTTCTCCCACCTGGAGTTCATCTTCTCCCCTGAACTGTTCGTGG 
3121 TGGGCGGCGGGATATCGGCCTGCACAGACCTGTACCTCCCGTTGCTAAACCTGCGGAGTC 
3181 CGATCGTGGCCGCCCGCTTGCAGAATGAGGCAGGAATTATTGGCGCCGCACTCGCAGCCG 
3241 GGGAACCCGCACCGGCTCCGCTACTGCCGCCATCCCTGCTGCCTACGTAGCGTCAGCCCC 
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3301 GGTTCAGGTACCGCAGCAGGACCACCCCGTTGCCGAAACGGCGGCTTTCCGCCAGGTCCA 
3361 GGTCCGCGGTGAAATCGGACGACTGGAACACCCGCCGGCCCTGGCCCACCACCACCGGAT 
3421 TGACGTAGATCCGGAACTCGTCCACCAGGCCGTGGCGCATGAACGTTCCGGCAAGGTCGG 
3481 CGCCGCTCATGATGAGGTCGCCGCCGGCTTCCGCCTTCAGTGCCCGGATCTCTTCGGGAA 
3541 CGACGCCGGCAAACACCTTCGCGTTCGGGCCCGCCGTGGTGAGGGTGCGGGAGAAGACGA 
3601 ACTTGGGCAGGCGGCGCCAGATGCCCGCGAAACTCGGCCATGGCCGGGGTGCTGTCCGGA 
3661 TCC 

 
รูปที่ 4.8  ลาํดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนที่ถอดรหัสจากลาํดับนวิคลีโอไทดของ
ชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pSUDEX1, pSUDEX2 และ pSUDEX3  ตัวอักษร M 
แสดงกรดอะมิโนเมธโิอนนีซ่ึงเปนจุดเริ่มตนการถอดรหัส (start codon) เครื่องหมาย * 
แสดงรหสัสิน้สุดการถอดรหัส (stop codon) ของบริเวณที่เปนกรอบอานรหัสเปด    ลาํดับ
นิวคลีโอไทดที่อยูในกรอบแสดงบริเวณท่ีเปน Shine-Dalgarno sequence (SD) ลําดับ
กรดอะมิโนทีแ่สดงดวยตัวอักษรหนา 32 หมู คือบริเวณที่คาดวาเปน signal peptide  และ
ลําดับนวิคลีโอไทดที่ขีดเสนใตหลังรหัสสิ้นสุดการถอดรหัสแสดงบริเวณที่เปน inverted 
repeat 
 
 

4.5 การเชื่อมตอชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX3 เขาสูพลาสมิด pSUDEX1  
 
จากรูปที ่ 4.9 จะเหน็วาชิน้ดีเอ็นเอ SUDEX1 และ SUDEX3 เปนชิ้นดีเอน็เอที่มีความ

ตอเนื่องกนั  โดยมีจุดเชื่อมตอปลายชิ้นดเีอ็นเอเปนตําแหนง BamHI (ลําดับนิวคลีโอไทดที่ 1977 
ของดีเอ็นเอทีโ่คลนไดทั้งหมด) การเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอ SUDEX1 และ SUDEX3 จะไดชิ้นดีเอ็นเอที่
มีกรอบอานรหัสเปดของยนี sdx ที่สมบรูณ ดังนั้นจงึตดัพลาสมิด pSUDEX1 แบบบางสวนดวย 
BamHI โดยการแปรผันเวลา และนําไปทาํอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟเรซิส ตัดเจลในบริเวณที่มีชิน้ดี
เอ็นเอ pSUDEX1 ปลายเปดขนาดประมาณ 4.9 กิโลเบส มาทาํบริสทุธิ ์และนาํมาเชื่อมตอกับชิน้ดี
เอ็นเอ SUDEX3 โดยเอนไซม T4 DNA ligase (Promega, USA) แลวทรานสฟอรมเขา E. coli 
สายพนัธุ DH5α  คัดเลือกโคลนที่ตองการบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ชนิดแข็งที่ผสมบลูเดกซแทรน
0.5% พบทัง้หมด 3 โคลนคือ B36, D1 และ D22 ที่เกดิวงใสขนาดเล็กบนอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาว 
ตรวจสอบแผนที่เรสทริกชนัของพลาสมิดจากโคลนแตละชนิด โดยสกดัพลาสมิดมาตัดดวยเรสทริก
ชันเอนไซมที่มตีําแหนงตัดทัง้ในชิน้ดีเอ็นเอ SUDEX1 และ SUDEX3 เชน PstI เปนตน แลวนาํไป
ทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสเพื่อตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอดงัรูปที่ 4.10 
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รูปที ่4.9 แสดงแผนที่เรสทริกชันของพลาสมิด pSUDEX รวมทั้งตําแหนงตัดของเรสทริกชันเอนไซมใน multiple cloning site ของ 
pGEM-7Zf(+) และแสดงการหาลําดับนิวคลโีอไทดโดยไพรเมอรตางๆ  B คือ BamHI, P คือ PstI, คือชิ้นดีเอ็นเอ, คือ
ทิศทางของไพรเมอร, คือกรอบอานรหัสเปดและทิศทางของยีน sdx และ                คือบริเวณ multiple cloning site ของ 
pGEM-7Zf(+) 
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                                      1   2  3   4   5   6  7  8  9 10 11 12 13 14 

 
รูปที่ 4.10  ภาพอะกาโรสเจลที่มพีลาสมิดของโคลน B36, D1 และ D22  ที่ตัดอยาง
สมบูรณดวยเรสทรกิชันเอนไซมชนิดตางๆ 
 
ชองที ่1 และ 14   1 kb DNA ladder และ λ/HindIII marker ตามลําดับ 
ชองที ่2-4   พลาสมิดของโคลน B36, D1 และ D22 ตัดดวย BamHI ตามลําดับ 
ชองที ่5-7            พลาสมิดของโคลน B36, D1 และ D22 ตัดดวย PstI ตามลําดับ 
ชองที ่8-10   พลาสมิดของโคลน B36, D1 และ D22 ตัดดวย BamHI และ PstI ตามลําดับ 
ชองที ่11-13   พลาสมิดของโคลน B36, D1 และ D22 (intact plasmids) ตามลําดบั 
 
 เมื่อพิจารณาขนาดชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดพลาสมิดของโคลน B22, D1 และ D22 ดวย
เรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ ดังรูปที่ 4.10 พบวาพลาสมิดของโคลนทั้ง 3 มีขนาดและจํานวนชิน้ดี
เอ็นเอเทากนั จึงเปนไปไดวาโคลนทัง้ 3 มีพลาสมดิชนิดเดียวกนัคือพลาสมิด pSUDEX1 ที่
เชื่อมตอกับชิน้ดีเอ็นเอ SUDEX3 ในทิศทางเดียวกนั จงึสุมเลือกโคลน B36 (E. coli SUDEX) ที่มพี
ลาสมิด pSUDEX มาตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมทีม่ีตําแหนงตัดในช้ินดีเอ็นเอ SUDEX และนํามา
ทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส เพื่อตรวจสอบทิศทางและการเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX3 ที่
เชื่อมตอกับพลาสมิด pSUDEX1 ดังรูปที่ 4.11 เมื่อพิจารณารูปที่ 4.11 พบวาพลาสมิด pSUDEX 
ประกอบดวย pSUDEX1 และชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX3 ที่มีการเรียงตัวของชิ้นดีเอน็เอ SUDEX1 และ 
SUDEX3 ที่ถูกตองไดกรอบอานรหัสเปดของยีน sdx ครบถวนดงัรูปที่ 4.9 เพราะมีขนาดและ
จํานวนชิน้ดีเอน็เอทีถู่กตองตามแผนที่เรสทริกชันเอนไซมที่วิเคราะหได 
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                                                                       1   2   3   4   5   6   7   8   9  10 11 12 13 

 
รูปที่ 4.11 ภาพอะกาโรสเจลที่มีพลาสมิด pSUDEX ที่ตัดอยางสมบรูณดวยเรสทรกิชนั
เอนไซมชนิดตางๆ 
 
ชองที ่1 และ 13    1 kb DNA ladder  
ชองที ่2     pSUDEX1 ตัดดวย BamHI 
ชองที ่3     pSUDEX3 ตัดดวย BamHI  
ชองที ่4      pSUDEX ตัดดวย BamHI 
ชองที ่5     pSUDEX ตัดดวย PstI 
ชองที ่6     pSUDEX ตัดดวย XhoI 
ชองที ่7      pSUDEX ตัดดวย BamHI และ PstI 
ชองที ่8     pSUDEX ตัดดวย BamHI และ XhoI 
ชองที ่9     pSUDEX ตัดดวย PstI และ XhoI 
ชองที ่10    pSUDEX ตัดดวย SalI 
ชองที ่11    pSUDEX ตัดดวย SalI และ BamHI 
ชองที ่12    pSUDEX ตัดดวย SalI และ PstI 
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บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 เดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่ชวยยับยัง้การผลิตเดกซแทรนและสามารถยอยพนัธะ
แอลฟา-1,6 ของเดกซแทรน จึงชวยลดการเกาะติดของเซลลแบคทีเรียตอผิวฟนและใชในการ
ปองกันฟนผุได (Fitzgerald และคณะ, 1968) งานวิจยันี้จงึมุงศกึษายีนที่ประมวลรหัสสรางเดกซ
แทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2  การแยกยีนเดกซแทรนเนสจากจโีนมิกดีเอน็เอ
เร่ิมจากทํา Southern hybridization  โดยใชดีเอ็นเอตดิตามที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสซึ่ง
ใชไพรเมอรที่ไดจากการออกแบบโดยการหาบริเวณอนุรักษของยนีทัง้หมด 3 ยีน ไดแก  ยีนเอนโด
เดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ CB-8 และ Arthrobacter globiformis สายพนัธุ 
T-3044 และยีนไอโซมอลโทไทรโอเดกซ   แทรนเนสของ Brevibacterium fuscum var. 
dexranlyticum สายพนัธุ 0407 พบวาเมื่อใชคูไพรเมอร DEXFWD2 กับ DEXREV และอุณหภูมิ
ชวง annealing  60Oซ   เปนสภาวะที่เหมาะสมแกการเกิดผลิตภัณฑ PCR ที่จําเพาะขนาด
ประมาณ 1.0 กิโลเบส และผลการวิเคราะหความเหมือนของผลิตภัณฑ PCR ที่ไดพบวามีความ
เหมือนสูงกบัเดกซแทรนเนสทั้งสามชนิดทีน่ํามาใชวิเคราะหหาบริเวณอนุรักษเพื่อสรางดีเอน็เอ
ติดตามโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสและสามารถใชติดตามยีนที่ประมวลรหัสสรางเดกซแทรน
เนสของแบคทเีรีย Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ไดอยางมีประสิทธิภาพ ผลการทํา Southern 
hybridization เพื่อติดตามยนีเดกซแทรนเนสพบวายีนเดกซแทรนเนสมีจํานวนชุดของยีนเพียงหนึง่
ชุด (single copy) ชิ้นดีเอ็นเอ BamHI, SmaI และ XhoI  เกิดสญัญาณบวกกบัดีเอ็นเอติดตาม 
DEX-probe ที่ตําแหนงมาณ 1.9, 5 และ 4 กิโลเบส ตามลําดับ ซึง่เปนขนาดที่มีความเหมาะสมใน
การโคลนเขาพลาสมิดพาหะ  แตชิ้นดีเอ็นเอ SmaI มีปลายทูไมเหมาะในการทําหองสมุดจโีนม 
(genomic library) เพราะใหจํานวนทรานสฟอรแมนทต่ํา จงึเลือกโคลนชิ้นดีเอน็เอ BamHI และ 
XhoI  เทานัน้ โดยใชพลาสมิดพาหะชนิด pGEM-7Zf(+) จากการคัดเลือกทรานสฟอรแมนของ E. 
coli ดวยวิธ ีDot blot hybridization พบโคลนทีม่ีชิ้นดีเอ็นเอ BamHI ที่เกิดสัญญาณบวกกับดีเอ็น
เอติดตาม DEX-probe  และใหชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนที่ไดวา pSUDEX1 เมือ่
วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX1 พบวามีขนาด 1,977 คูเบสและปลาย 3’ ของ
ชิ้นดีเอ็นเอมีความเหมือนสูงกับยีนเดกซแทรนเนส, เอนโดเดกซแทรนเนส และยีนไอโซมอลโท-ไทร
โอเดกซแทรนเนส  ทีน่าํมาใชเปนกลุมยนีตัวแทนในการออกแบบไพรเมอรเพื่อสรางดีเอ็นเอติดตาม 
DEX-probe ในขั้นตน 82.3%, 83.2% และ 65.2% ตามลําดับ ดังแสดงในภาคผนวค ค4 ,ค5 และ 
ค6 ตามลาํดับ ดังนัน้จึงมคีวามเปนไปไดสูงวาชิน้ดีเอ็นเอ SUDEX1 จะมีสวนหนึ่งที่เปนยนีเดกซ   
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แทรนเนสของ Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 แตเมื่อทําการวิเคราะหกรอบอานรหัสเปดโดยใช
โปรแกรม DNASIS  ไมพบรหัสหยุดของยีน sdx    จึงโคลนชิน้ดีเอ็นเอสวนที่เหลือของยีนเดกซ  
แทรนเนสโดยใชดีเอ็นเอติดตาม PB-probe ที่เปนชิน้ดเีอ็นในสวนปลายทาง 3’-terminal ของชิ้นดี
เอ็นเอ SUDEX1 และติดตามยีนเดกซแทรนเนสสวนที่เหลือถัดมา โดยทํา Southern hybridization 
และใช  PB-probe เปนดีเอ็นเอติดตาม  เมื่อโคลนชิน้ดีเอ็นเอ PstI ขนาดประมาณ 0.6 กิโลเบส 
โดยใชพลาสมดิพาหะชนิด pGEM-5Zf(+) ซึ่งมีตําแหนงโคลน PstI อยูใน multiple cloning site 
ไดโคลนที่ใหสญัญาณบวกกบั PB-probe และใหชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ไดวา pSUDEX2 เมื่อ
ทําการวิเคราะหลําดับนิวคลโีอไทดของชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX2 พบวามขีนาดเทากับ 680 คูเบส เมือ่
นํามาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ SUDEX1 มาเชื่อมตอกับ SUDEX2 พบวาสามารถติดตามยีน
เดกซแทรนเนสเพิ่มจากเดิม 302 คูเบส แตยังไมพบรหสัหยุดครบกรอบอานรหัสเปด  จึงสรางดีเอ็น
เอติดตาม BP-probe ที่เปนชิ้นดีเอ็นเอในสวนปลาย 3’ ของ SUDEX2 เพื่อใชติดตามยนี sdx ให
ครบกรอบอานรหัสเปด และโคลนชิน้ดีเอ็นเอ BamHI ขนาดประมาณ 1.6 กิโลเบส ที่ใหสัญญาณ
บวกกับ BP-probe โดยใชพลาสมิดพาหะชนิด pGEM-3Zf(+)  ใหชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ได
วา pSUDEX3 เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลโีอไทดของ SUDEX3 พบวามีขนาด 1,684 คูเบส เมือ่
เชื่อมตอขอมูลนิวคลีโอไทดของ SUDEX1 กับ SUDEX3 และวิเคราะหกรอบอานรหัสเปดของ
ลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดที่โคลนไดพบกรอบอานรหสัเปดขนาด 1,899 คูเบส(ลําดับนิวคลีโอไทด
ที่ 468-2366) โดยมีรหัสเร่ิมตนและรหัสหยุดของการแปลรหัสเปน ATG และ TAA ในขณะที่ยีน
เดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. CB-8 (Okushima และคณะ, 1991) มีรหสัเร่ิมตนและรหัส
หยุดเปน ATG และ TAG และยีนเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter globiformis T-3044 
(Oguma และคณะ, 1999) มีรหัสเร่ิมตนและรหัสหยดุเปน ATG และ TTA ประมวลรหัสสราง
โปรตีน SDX ที่ประกอบดวยกรดอะมิโน 633 หมู ที่มีน้าํหนักโมเลกุลประมาณ 70.3 กิโลดัลตัน  ซึ่ง
ใกลเคียงกับคาน้าํหนักโมเลกุลที่วเิคราะหจากการทาํ SDS-PAGE คือ 76.3 กิโลดัลตัน 
(Chareonpornwattana และคณะ, 2001) จากการวิเคราะหความเหมือนของลาํดับกรดอะมิโนที่
ประมวลรหัสจากยนี sdx กับเดกซแทรนเนสทั้งสามชนิดที่ใชในการวิเคราะหบริเวณอนุรักษเพือ่
สรางดีเอ็นเอตดิตาม DEX-probe พบบริเวณที่คาดเปน signal peptide ประกอบดวยกรดอะมิโน 
32 หมู เชนเดยีวกับเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter globiformis T-3044 (Oguma และ
คณะ , 1999) ในขณะที่เดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. CB-8 (Okushima และคณะ, 
1991) และไอโซมอลโท-ไทรโอเดกซแทรนเนสของ Brevibacterium fuscum var. dextranlyitcum 
0407 (Mizuno และคณะ, 1999) ม ี signal peptide ประกอบดวยกรดอะมิโน 49 และ 37 หมู
ตามลําดับ พบบริเวณที่เปน  Shine-Dalgarno sequence อยูกอนรหัสเร่ิมตน 5 คูเบส 
ประกอบดวยนิวคลีโอไทด 6 คูเบสคือ GAGGAA เชนเดียวกับยนีเดกซแทรนเนสและยนีเอนโด
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เดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. CB-8 และ Arthrobacter globiformis T-3044 และพบ
บริเวณที่เปน inverted repeat อยูหลังรหัสหยุด 26 คูเบส  

เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยนีเดกซแทรนเนสที่โคลนไดกับยีนในฐานขอมูล 
GenBank โดยใชโปรแกรม DNASIS พบวามีความเหมือน 82.3% กับยนีเดกซแทรนเนสของ 
Arthrobacter sp. CB-8 (Okushima และคณะ, 1991)  87% กับยีนเอนโดเดกซแทรนเนสของ 
Arthrobacter  globiformis  T-3044 (Oguma และคณะ, 1999)  และ 83.2%  กับยีนไอโซมอลโท
ไทรโอ-เดกซแทรนเนสของ  Brevibacterium  fuscum  var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 
1999) และผลการวิเคราะหความเหมือนของโปรตีนทีแ่ปลรหัสไดจากยนี sudex กับเอนไซมที่
สามารถยอยเดกซแทรนไดชนิดอื่นจากฐานขอมูลใน GenBank โดยใชโปรแกรม BlastX พบวามี
ความเหมือน   83.2%   กับเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter  globiformis  T-3044 
(Oguma และคณะ, 1999)  82.3% กับเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. CB-8 (Okushima 
และคณะ, 1991)    และ 79%  กับไอโซมอลโทไทรโอ-เดกซแทรนเนสของ  Brevibacterium  
fuscum  var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999)  จากผลการวิเคราะหความเหมือนของ
โปรตีน SDX พบวามีความเหมือนสูงทีสุ่ดกับเอนโดเดกซแทรนเนส จงึมีความเปนไปไดสูงวายนี 
sdx จะประมวลรหัสสรางเดกซแทรนเนสชนิดเอนโดเดกซแทรนเนส ซึ่งสามารถพสิูจนไดจากการ
วิเคราะหผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเดกซแทรนดวยเดกซแทรนเนสที่ไดจากโคลนทีส่ามารถสราง
เดกซแทรนเนสได โดยการทํา thin-layer chromatography และใชน้ําตาลชนิดเชน กลโูคสและไอ
โซมอลโทโอลิโกแซ็กคาไรดชนิดตางๆเปนสารมาตรฐาน ถาผลิตภัณฑที่ไดเปนน้าํตาลเพยีงชนดิ
เดียวสามารถสรุปไดวาเปนเอกโซเดกซแทรนเนส แตถาไดผลิตภัณฑเปนน้าํตาลหลายๆชนิดจะ
สรุปไดวาเปนเอนโดเดกซแทรนเนส ดังตัวอยางงานวจิัยของ Mizuno และคณะ (1999) ซึ่งศึกษา
สมบัติของเดกซแทรนเนสจาก Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum 0407 จากการ
วิเคราะหผลิตภัณฑโดย thin-layer chromatography และใชน้ําตาลกลูโคส, มอลโทส, ไอโซมอล
โทไทรโอส, ไอโซมอลโทเททราโอส, ไอโซมอลโทเพนทาโอส, ไอโซมอลโทเฮกซาโอส และไอโซมอล
โทเฮปทาโอส เปนสารมาตรฐาน พบวาผลิตภัณฑที่ไดคือน้ําตาลไอโซมอลโทไทรโอสเพียงชนิด
เดียวจึงสรุปไดวา Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum 0407 สรางเดกซแทรนเนสชนดิ
ไอโซมอลโท-ไทรโอเดกซแทรนเนส 
 โดยทั่วไปแลวยีนที่ประมวลรหัสสรางเอนไซมที่อยูในวถิกีารยอยสลายที่ใกลเคียงกนัจะมี
การเรียงตวัอยูในบริเวณขางเคียงกนั (operon) บนโครโมโซมัลดีเอ็นเอ (Ausubel และคณะ, 
1987) เชนในรายงานวิจัยของ Oguma และคณะ (1999) ไดโคลนยีนเอนโดเดกซแทรนเนสโดยใช
วิธี shotgun cloning เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูกอนกรอบอานรหัสเปดของยนีที่
ประมวลรหัสสรางเอนโดเดกซแทรนเนสพบวามกีรอบอานรหัสเปดของยีนเอกโซเดกซแทรนเนส 
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การวิเคราะหบริเวณอนุรักษของเดกซแทรนเนสโดยใชโปรแกรม CLUSTAL X ไดวิเคราะห
ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน SUDEX รวมกับเอนไซมที่มีการจัดกลุมโดยใชหลกัการความเหมือน
ของลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม tfasta ที่พบวาอยูในกลุมเดยีวกนั (แฟมมิลีที ่ 1) โดย Aoki 
และ Sakano (1997) ซึ่งมีทั้งเอนไซมทีส่ามารถยอยเดกซแทรนได 4 ชนิด และอีก 1 ชนิดไม
สามารถยอยเดกซแทรนได ไดแก เดกซแทรนเนส 3 ชนิด จาก Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8 
(Okushima และคณะ , 1991) Arthrobacter globiformis สายพันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 
1999) และ Penicillium minioluteum (Garcia และคณะ, 1996) ไอโซมอลโตไทรโอ-เดกซแทรน
เนสจาก Brevibacterium  fuscum  var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999) ไอโซพูลลู
แลนเนสที่สามารถยอยพูลลูแลนซึ่งประกอบดวยหนวยยอยของมอลโทไทรโอสทีเ่ชือ่มตอกันดวย
พันธะแอลฟา-1,6 ไกลโคสิดิก จาก Aspergillus niger (Aoki และ Sakano ,1997) พบบริเวณ
อนุรักษทั้งสิน้ 7 ที่บริเวณดงัแสดงในภาคผนวก ค ซึ่งบริเวณอนุรักษดังกลาวมีความสําคัญตอการ
ทํางานของเอนไซมกลาวคืออาจจะเปน active site, substrate binding site หรือเปนบริเวณทีม่ี
ความสาํคัญกบัการมวนพับตัวของโปรตีนใหเกิดโครงสรางที่สามารถทาํงานได(Mizuno และคณะ, 
1999)  โดยบริเวณอนุรักษที่ 3 คือ WVYLAPGAYVKGAFRF ซึ่งมคีวามเหมือนสงูที่สุดเมื่อเทียบ
กับบริเวณอนรัุกษอ่ืนๆ 6 บริเวณ พบวาประกอบดวยกรดอะมิโนหมูที่ไมชอบน้ําเปนสวนมากและ
จากการวิเคราะหโดย Mizuno และคณะ (1999) ไดสรุปวาบริเวณดังกลาวเปน hydrophobic 
core ของโครงสรางโปรตีนที่พบไดทัว่ไปในเดกซแทรนเนส 
 ในงานวิจัยนี้ไดโคลนยีน sdx .ใหครบกรอบอานรหัสเปด โดยการเชื่อมตอพลาสมิด 
pSUDEX1 และ ชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX3 และทราสฟอรมเขาสู E. coli DH5α คัดเลือกโคลนที่
สามารถสรางเดกซแทรนเนสโดยเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งชนิด LB ที่ผสมดวยบลูเดกซแทรน
0.5% พบโคลนทัง้หมด 3 โคลนที่สามารถสรางวงใสขนาดเล็กบนอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวคือ B36, 
D1 และ D22 จากการวิเคราะหความถกูตองของตําแหนงตัดของรีคอมบิแนนทพลาสมิดในโคลน
ทั้งสามเปรียบเทียบกบัแผนที่เรสทริกชนัทีส่รางไดจากขอมูลลําดับนวิคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอ 
SUDEX1, SUDEX2 และ SUDEX3 ในรูปที่ 4.9 โดยใชเรสทริกชันเอนไซมที่มีตําแหนงตัดทัง้ในชิ้น
ดีเอ็นเอ SUDEX1 และ SUDEX3 คือ PstI พบวารีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนทั้งสามมีรูปแบบ
ของชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวย PstI เหมือนกนัทกุประการ ดงันัน้สรุปไดวารีคอมบิแนนทพ
ลาสมิดของโคลนทัง้สามเปนพลาสมิดชนดิเดียวกนั จากนัน้จงึคัดเลือกเฉพาะโคลน B36 มา
วิเคราะหความถูกตองของการจัดเรียงตวัของชิ้นดีเอ็นเอ SUDEX1 และ SUDEX3 เพิ่มเติม  โดย
สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลน B36 แลวนํามาตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมหลายๆชนิดทีไ่ด
วิเคราะหแลวจากขอมูลที่ไดวิเคราะหไวดังรูปที ่4.9 ผลการตัดแสดงในรูปที ่4.11 พบวารีคอมบิแน
นทพลาสมิดของโคลน B36 มีตําแหนงตัดของเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆถกูตองสอดคลองกับ
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แผนที่เรสทรกิชันในรูปที่ 4.9 จึงสามารถสรุปไดวาโคลน B36 มีการมยีนี sdx ที่ครบกรอบอานรหสั
เปด และใหชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดดังกลาววา pSUDEX   จากการวิเคราะหแอคติวิตีของเดกซ
แทรนเนสในสวนน้ําเลีย้งเชือ้ของโคลน B36 โดยการวดัปริมาณน้ําตาลรีดิวซตามวธิีของ Somogyi 
(1952) ที่ไดจากการบมสวนน้าํเลี้ยงเชื้อกับเดกซแทรน 0.5% ใน 50 มิลลิโมลารของโซเดียม
ฟอสเฟทบัฟเฟอรที่มีคาความเปนกรด-ดางเทากับ 6.5 พบวาในสวนน้ําเลีย้งเชื้อของโคลนดังกลาว
ไมมีแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส เนื่องจากโคลน B36 เปนทรานฟอรแมนทของ E. coli เปน
แบคทีเรียแกรมลบ โดยทัว่ไปแลวเมื่อโคลนยนีของแบคทีเรียแกรมบวกจะมกีารประมวลรหัสสราง
โปรตีนและสะสมไวในสวนของ periplasm เปนสวนใหญดังเชนรายงานของ Okushima และคณะ 
(1991) ที่โคลนยนีเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. CB-8 เขาสู E. coli HB101 และได
วิเคราะหบริเวณที่มีการสะสมของเดกซแทรนเนส  โดยการสกัดโปรตีนที่อยูในสวน periplasm และ 
cytoplasm ดวยวธิี osmotic shock (Chan และคณะ, 1981) พบวา E. coli จะมีการสะสมเดกซ
แทรนเนสในบริเวณ periplasm เปนสวนใหญ  จึงมคีวามเปนไปไดที่โคลน B36 จะสะสมเดกซ   
แทรนเนสไวภายในเซลลเชนกนั  ดงันัน้การทดลองในขั้นตอนตอไปจึงควรสกัดโปรตีนภายในเซลล
ของโคลน B36 แยกสวนภายใน periplasm และ cytoplasm และนํามาวิเคราะหแอคติวิตีของ
เดกซแทรนเนสเพื่อระบุตําแหนงทีม่ีการสะสมเดกซแทรนเนสภายในโคลน B36 และเปรียบเทยีบ
แอคติวิตีที่ B36 สรางไดกับแอคติวิตีที่ไดจาก Arthrobacter sp. AG-2 และทําการปรับปรุงสาย
พันธุใหสามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดในระดับสูงโดยใชเทคนิคทางพนัธุวิศวกรรมตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 

ทริปโตน (tryptone)     10.0    กรัม 
ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)      5.0    กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)       5.0    กรัม 
 

 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล  เปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธเีดียวกบัอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB  แตละลายวุน 15 กรัมตออาหาร 1 
ลิตร  เพิ่มลงไป    จากนัน้นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  
เปนเวลา 20 นาท ี

 
3. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT (2YT broth) 
 

ทริปโตน (tryptone)     16.0    กรัม 
ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)    10.0    กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)       5.0    กรัม 
 

 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล  เปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
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4. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi (ณฐินี สุวรรณสงิห, 2540) 
  
 เดกซแทรน (ความบริสทุธิ์ระดับอุตสาหกรรม)    5.0    กรัม 
 พอลิเปปโตน (polypeptone)    10.0    กรัม 
 K2HPO4         2.0    กรัม 
 KH2PO4         1.0    กรัม 
 MgSO4•7H2O        0.1    กรัม 
 ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)      0.1    กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)     30.0    กรัม 
  
 ละลายสารทั้งหมดยกเวนเดกซแทนในน้ํากลั่นปริมาตรประมาณ 500 มล.  ปรับคาความ
เปนกรด-ดางใหเปน 7.5  จากนัน้ใสเดกซแทรนแลวนาํไปละลายโดยการอุนดวยความรอนและ
ปรับปริมาตรสารละลายใหเปน 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  
อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
5.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yamaguchi (ณฐนิี สวุรรณสิงห, 2540) 
 
 เตรียมอาหารดวยวิธเีดียวกบัอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi แตละลายวุน 15 กรัมตอ
อาหาร 1 ลิตร เพิ่มลงไป   จากนัน้นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 
121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1. กลีเซอรอล 
 

นํากลเีซอรอลมานึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปน
เวลา 20 นาท ี ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวนึง่ฆาเชื้อซํ้าอีกรอบหนึง่ 

 
2. สารปฏิชวีนะ 
 
 แอมพิซิลลินความเขมขน 100 มก./น้ํา 1 มล. ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองสารละลาย
ผานชุดกรองสาํเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร  เก็บรักษาไวในหลอด
ไมโครฟวจที่อุณหภูมิ -20 Oซ  เมื่อนาํมาใชแลวเก็บที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ไดนาน 1 เดือน 
 
3. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit 
 

ประกอบดวย 
 Buffer P1 
 Buffer P2 
 Buffer N3 
 Buffer PB 
 Buffer PE 
 RNase A 
 Collection tube 
 QIAprep Spin colum 
 
กอนใชชุดสกดัพลาสมิดครั้งแรกใหเติม RNase A ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  ลงใน Buffer 

P1 และเก็บรักษาไวที่อุณหภมูิ 4 Oซ  และเติมเอธานอลปริมาตร 24 มล. ลงใน Buffer PE 
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4. ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล Geneclean II Kit 
 

ประกอบดวย 
 NaI solution 
 Glassmilk 
 New wash 
 
ทําการสกัดพลาสมิดตามกรรมวิธีที่ใหโดยบริษัทผูผลิต 

 
5. สารละลาย 10%SDS 
 

ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม  คอยๆ ละลายในน้าํปลอดประจุที่อุณหภูมิ 
60 Oซ  ปริมาตร 80 มล.    เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล. .  นําไปนึง่
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที (หลังจากนึง่
ฆาเชื้อครั้งแรกแลวจะไมสามารถนาํไปนึง่ฆาเชื้อซํ้าไดอีกเพราะสารละลาย SDS จะเสียสภาพ) 

 
6. Alkaline transfer buffer 
 

โซเดียมไฮดรอกไซด     0.4    โมลาร 
โซเดียมคลอไรด      1.0    โมลาร 
 

 ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ําปลอดประจปุริมาตร 800 มล. จนหมดแลวจงึละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด  เติมน้าํน้าํปลอดประจุจนครบปรมิาตร 1,000 มล.    นําไปนึ่งฆาเชื้อดวย
ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี

 
7. Neutralization buffer II 
 

Trismabase      0.5    โมลาร 
โซเดียมคลอไรด      1.0    โมลาร 
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 ผสมสารทัง้หมดเขาดวยกนัในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางเปน 7.2  ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน  เติมน้าํปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
8. สารละลาย 20XSSC 
 

โซเดียมคลอไรด      3.0    โมลาร 
โซเดียมอะซีเตต (CH3COONa)    0.3    โมลาร 
 

 ผสมสารทัง้หมดเขาดวยกนัในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางเปน 7.0  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมูิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
9. สารละลาย 2XSSC 

 
ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มล. ในน้าํปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล. ผสมใหเขา

กัน    นาํไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูม ิ121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
10. สารละลาย 2XSSC/0.1%SDS 
 

ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มล. ในน้าํปลอดประจุ 89 มล. ผสมใหเขากัน    นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี    จากนัน้เติม
สารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มล.  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทาํการทดลอง 
 
11. สารละลาย 0.5XSSC/0.1%SDS 
 

ละลาย 20XSSC ปริมาตร 2.5 มล. ในน้าํปลอดประจุ 96.5 มล. ผสมใหเขากนั    นาํไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมูิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที    จากนัน้เติม
สารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มล.  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทาํการทดลอง 
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12. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ  DIG High Prime DNA labeling and 
detection starter kit I 

 
ประกอบดวย 
 หลอดหมายเลข 1.    DIG-High Prime, 5X conc. 
 หลอดหมายเลข 2.    DIG-labeled control DNA 5 µg/ml 
 หลอดหมายเลข 3.    DNA dilution buffer 
 หลอดหมายเลข 4.    Anti-Digoxygenin-AP Conjugate 750 U/ml 
  หลอดหมายเลข 5.    NBT/BCIP, 50X conc. 
 ขวดหมายเลข 6.       Blocking solution, 10X conc. 

ขวดหมายเลข 7.    DIG Easy Hyb Granules (add 64 ml sterile double 
distilled water, dissolve at 37 OC) 

 
 และสารละลายที่ตองเตรียมเพิ่มในการทดลองเปนดงันี ้
 
Maleic acid buffer 
 
  กรดมาเลอิก      0.1    โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      0.15   โมลาร 
 
 ผสมสารทัง้หมดเขาดวยกนัในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางดวยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 7.5  เติมน้าํปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
Blocking solution 
 
 ละลาย 10X blocking solution ใน Maleic acid buffer ที่นึง่ฆาเชื้อแลวดวยอัตราสวน 1 
ตอ 9 (ปริมาตรตอปริมาตร)  ควรเตรียมใหมทุกครั้งทีท่ําการทดลอง 
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Detection buffer 
 
  Trismabase      0.1    โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      0.1    โมลาร 
   
 ผสมสารทัง้หมดเขาดวยกนัในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 9.5  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
13. สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

Trismabase (C4H11NO3)    121.1   กรัม 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน     42        มล. 
 

 ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนัน้เติมกรดไฮโดรคลอริก
เขมขน  คนใหเขากนัรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนให
เปน 8.0  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมูิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
14. สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

EDTA (C10H14N2O8Na2•2H2O)    186.1    กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด       20       กรัม 
 

 ละลาย EDTA ในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนัน้เติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด    
คนใหเขากันรอใหเยน็ลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 8.0  
เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอ     
ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
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15. บัฟเฟอร TE  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

Tris-HCl      10.0    มิลลิโมลาร 
EDTA         1.0    มิลลิโมลาร 
 

 ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 10 มล.  
เขากับสารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 2 มล. เติมน้ํา
ปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  
อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
16. บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 
 

Tris base      242    กรัม 
กรดอะซีติกเขมขน     57.1   มล. 
สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  pH 8.0           100       มล. 
 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. แลวเติมน้ําปลอดประจุจน
เปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  
เปนเวลา 20 นาท ี
 
17. สารละลายฟนอล (phenol) อ่ิมตัว 
 

นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวในน้ําอุนที่ 68 Oซ    จากนั้นเติมผง Hydroxy 
quinoline  .ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0.1%   แลวเติม Tris-HCl เขมขน 0.5 โมลาร  ความ
เปนกรด-ดางเปน 8.0  ใช magnetic stirrer คอยๆคนเปนเวลาประมาณ 15 นาท ี  ดูดน้ําใส
สวนบนทิง้    เติม Tris-HCl เขมขน 0.1 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ลงไปอีกครั้ง  คอยๆ
คนเปนเวลาประมาณ 15 นาท ี  แลวดูดน้ําใสสวนบนทิง้  ทาํเชนนี้ตอไปเร่ือยๆจนกระทั่งได
สารละลายที่ความเปนกรด-ดางมากกวา 7.8 (ใช pH paper วัด)    สุดทายเติม Tris-HCl เขมขน 
0.1 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ที่ผสม β-mercaptoethanol ปริมาตร 0.1 เทาของ
สารละลายที่ได   เก็บที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ในขวดสีชาที่ปดฝาแนนไดประมาณ 1 เดือน 
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18. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม 
 

ผสมสารละลายฟนอลอิม่ตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรม ในอัตราสวน ฟนอล : 
คลอโรฟอรม 1 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร)  ผสมใหเขากนั  เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูม ิ
4 Oซ 

 
19. สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 

ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกนัในอัตราสวน 24 : 1 (ปริมาตรตอ
ปริมาตร)  เก็บไวที่อุณหภูม ิ4 Oซ 

 
20. สารละลายสาํหรับการสกดัพลาสมิด 
 
สารละลาย I  
  กลูโคส        50    มิลลิโมลาร 
  สารละลาย Tris-HCl  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  25    มิลลิโมลาร 
  สารละลาย EDTA ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  10    มิลลิโมลาร 
  
 ผสมสวนผสมทั้งหมดขาดวยกันแลวเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
สารละลาย II 
 ผสมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน 10 นอรมลั ปริมาตร 0.2 มล.  เขากับน้ํา
ปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 8.8 มล.  แลวเติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1.0 มล.  เตรียม
ใหมกอนใชทกุครั้ง 
 
สารละลาย III 
 ผสมสารละลายโพแทสเซียมอะซีเตทเขมขน 5.0 โมลาร ปริมาตร 50 มล. กับกรดอะซีติก
เขมขนปริมาตร 11.50 มล.    นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  
เปนเวลา 20 นาท ี
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21. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 
 

ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมคีวามเขมขนสดุทายเทากับ 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    เกบ็ในภาชนะทีป่ดสนิทในที่มดื 

 
22. สารละลายโซเดียมอะซีเตต เขมขน 3 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเทากับ 5.2 
 

ละลายโซเดียมอะซีเตท น้าํหนกั 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 
มล.  นําไปปรบัคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2  ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มล.  เติม
น้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มล.   นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี

 
23. สารละลาย RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร 
 

ละลายผง RNase A น้ําหนัก 10 มก. ในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล.    
เก็บที่อุณหภูม ิ-20 Oซ 

 
24. สารละลาย X-gal ความเขมขน 50 มิลลกิรัมตอมลิลลิิตร 
 

ละลายผง X-gal น้ําหนกั 500 มก. ในสารละลาย dimethylformamide ใหครบปริมาตร 
10 มล.    เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ  ในหลอดปดสนิทและมืด 

 
25. สารละลาย IPTG ความเขมขน 0.1 โมลาร 
 

ละลายผง IPTG น้ําหนัก 0.2 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 10 มล.  กรองผานหัว
กรองฆาเชื้อ   เก็บที่อุณหภูม ิ-20 Oซ 

 
 
 
 
 

 



ภาคผนวก ค 
 

การเปรียบเทียบความเหมือนของยีนและโปรตีนโดยโปรแกรม DNASIS, BlastX  
และการหาบริเวณอนุรักษของเดกซแทรนเนสโดยโปรแกรม CLUSTAL X 

 
1. การหาบริเวณอนุรักษของเดกซแทรนเนสดวยโปรแกรม CLUSTAL X เพื่อการ
ออกแบบไพรเมอรสําหรบัทําปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในการสรางดีเอ็นเอติดตาม 
DEX-probe 
 
Okushima คือ ลําดับนวิคลีโอไทดของยนีเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพนัธุ CB-8 

(Okushima และคณะ, 1991)    
Oguma คือ ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเอนโดเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter globiformis สาย

พันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999)    
Mizuno คือ ลําดับนิวคลโีอไทดของยีนไอโซมอลโท-ไทรโอเดกซแทรนเนสจาก Brevibacterium 

fuscum var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999)    
DEXFWD1, DEXFWD2 และ DEXREV  ที่ระบุไวบนลาํดับนิวคลีโอไทดแสดงบริเวณที่ใชออกแบบ

ไพรเมอร 
 
Okushima  1    --------------------------------GAATTCCTGGGTCGTCCGGGCGAACTTC  
Oguma     933  ACGCCAGGACCCCG--AGTCCGTTTACGGGTGGTACAAACGGCTCATCCAACTCCGCCAC  
Mizuno    5204 GTACCCGCACCTCACCGGTAACACTGTTGACGGTGCCCGAAGCCCA-CCAGATCGTCACC  
 
Okushima  29   GACGAGCGGACGA-----GGTGGATCGTGCG--CACATCTCTCCGAA---TGGT----GA  
Oguma     991  GAGGAACCGGTGATTGTGGACGGAAGGTTCAACCTCATACTTGCCGA---CGATCCCCAA  
Mizuno    5263 ATGGTGCCCAAGACCGCACTCGGTAACCTTGACCCTGCCTCGGCCAAGCTCGCTGTGGCG  
 
Okushima  75   TTGCTCGCCCA-----GTGTGCAGCCTGATGACGATCGCGTTGCTTCTGCTCACGGCCT-  
Oguma     1048 ATCTTCGCCTATACCCGCACGGATAGTGACACCGAACTCTTCATCGCCGCCAACTGCTCA  
Mizuno    5323 ATGTTCGGTAACGCCGAGTCAGGTGAAGGCGTCGGCAACGTCCGGCCCGTCTATGACGGC  
 
Okushima  128  --GGGCCTGGTACA--CGTGGCCGGGA-ATACTCATGGCCTTCGGCTTCGCCCTGCCG--  
Oguma     1108 GCGGACCCAGCTGC--GCTACCTGGCG-ACGTTACCGAGGAATGGGACGACGCAGACGTC  
Mizuno    5383 GCCTACTGGGCTGCCGGCGACCCGTCGTGGATCAAAGAGTGGCGCTTCGGCGGCGGTGCC  
 
Okushima  182  CTGTTCGCCACCGTTATCGTCG--TCTACTCATTCGGTCG--GTTGC--CGGGAATG--G  
Oguma     1165 CTGCTCGCTAACCATCCAGGCG--TCCGTGAGCTCGGAAG--AACGCTCCTGCCCTG--G  
Mizuno    5443 GCGTGCTTCGACGGTGGCATCGCCTCCCGGGACACGGACACCAGCGATCCGAACGCACTG  
 
Okushima  234  ACGTAGATGATCAG--GCGCGCCCAAATGGAGCTACGGCCTTGGGGGGTG---GTTCTC-  
Oguma     1219 GAGGTGATCGTTCT--ACG-ACGCGGCCTCGCGTAAGGCCCTAACAGCCG---GGCCCCT  
Mizuno    5503 GACGTGATTGTCCGTGACGGCCAAAGCCAGGCAACGGTTCTTGACTGGCACACAGCCTCG  
 
Okushima  287  ----CGCTGCACC--------GCATAGCGA-----------CTCCGCA---AGCACCAGT  
Oguma     1273 CC--CGGCGCACCC-------ACACAAGGAAGTGTGCGGCCCACCCCA---CGGAGCCGT  
Mizuno    5563 CCCGCGGTGATTCCGATGGTCGGACTGAAACCCTAACCCTCAACCCCAAGGCGGGGCCGG  
 
Okushima  322  CCATTG----ACGAGAGGAACCATC-ATGCCCGGAACAGGGCTAGGCCGGCTGGCCAAAC  
Oguma     1321 CTCACGCAACGAGAGAGGAACCATC-ATGCCCACTACAGGGCTGAGGCAACTTGCACGAA  
Mizuno    5623 AACCTCCGGCCCCGCCTTTCCCATCTATGCCCGCATTGGAACC-AGAAAAAAGACCCAAA  
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Okushima  377  GCATGACAGCGGCAGCCGCAGTTTTCTTTATCAGCACCAGCGCCGTGCTCCCGGCACAGG  
Oguma     1380 CCATCACCATCGCCGTCGCGGCCACGCTGATTGGTACCGGTGCCGCAATACCGGCACAAG  
Mizuno    5682 CAGTTACAACCGCAAATG-ATTTAGAACAGGGGAAAGCAATGAAGCATTACCTCCGTTTA  
 
Okushima  437  CTGCCACC-GCACCGGCAGCCGCCCCACCAGGGGTACCTGCAGCTCTCAAGGCAGAACGC  
Oguma     1440 CCGGCCCC-G-ACCGGAAAA-ATCCCACCAA----ACCTGTTG------------AAGAC  
Mizuno    5741 TTGGCCTCAGCGTTTGCGCTGCTGCTCCTGCTGCCGGCCGCCGGGCAGGAACCAGCAGCC  
 
Okushima  496  GCCATCA------------CAACCGTCGACAATGGCAACCTGCACACGTGGTGGCACGAC  
Oguma     1481 GCCCCGG------------TCACCGCGGACGTTGGAAACCTGCACACCTGGTGGCACGAC  
Mizuno    5801 GCAACAGAACAGACCGGCTTCACCGCCTCAGGACCCGAGCTGCGGACCTGGTGGCACAAC  
 
Okushima  544  AATGGCGTTTTCAGCCCAGCCACTCCAACACAAAGCAGCGAGGTTCGCCGGTCGTCCTTC  
Oguma     1529 AACGCTGTTTACAACACTGACTCGCCCACCGAGAACGGTGAAGTCCGCCGCTCCTCCTTC  
Mizuno    5861 AACTATGAGTACAACGCCACCTCACCCACCCAGAACGGCAACGTCCGCCGGTCATCTTTC  
 
Okushima  604  TACGATGTGCAGGTTGC-CCAGGCTAATCAGCCGCAGAAGCTATACGACGCCTTCAGCTA  
Oguma     1589 TACGACGTGCAGGTCGC-GCAGGCGCACCAACCGGACAAGTTCTTCGACTCATTCGCCTA  
Mizuno    5921 TACGAGGTGCAGGTTGCCACAGCTGCGGC-GCCTGAAACACGCTACGACTCCTTCGCGTA  
 
                      DEXFWD1 
 
Okushima  663  CATGAGCATTCCCCGCAGCGGAAAGGGCAAGATCGGCTACACAGAGGAAGACGGCGCTGA  
Oguma     1648 CATGAGCATTCCCCGCAGCGGCAAAGGAAAGGTCGGCTACACCAAGGAGGACGGCGCAGA  
Mizuno    5980 TATGAGCATTCCCCGCAGCGGGAAGGGGAAGATTGGTTACACAGAACCGGACGGCGCAGA  
 
                                                DEXFWD2 
 
Okushima  723  ATTCTCCTCTGACGCCCGGCTTACGATGAGCTGGTCCAGCTTCGAGTACGCCAAGGACGT  
Oguma     1708 GTTCTCCTCCGAAGCAAACCTCTCGATGAGCTGGTCCAGCTTCGAGTACGCGAAGGACGT  
Mizuno    6040 ATTTTCTTCCTCAGCGAACCTCTCCATGAGCTGGTCCAGCTTCGAGTACTCCACTGCCGT  
 
Okushima  783  CTGGGTGGAAGTGAGCCTGCGCACTGGACAGACCATCTCCTCAGCCGACCAGGTCCAGAT  
Oguma     1768 GTGGGTTGACGTCAGCCTGAAGACAGGGCAGACCATCAGCTCAGCGGATGAGGTTCAGAT  
Mizuno    6100 TTGGGTGGACGTGAAGCTGACAACCGGCCAGACGATTACATCGGTGGACCAGGTGTCGAT  
 
Okushima  843  CCGGCCGAGCAGCTACAACTTTGAAAAGCAGCTCGTGGATGCAGACACTGTCAGAATCAA  
Oguma     1828 CCGTCCCAGCAGTTATGACTTCGAGAAGAAGCTCGTCGATGAGGACACCATCAGGATCAA  
Mizuno    6160 CCGTCCCAGCAAATACACCTTCGAGAAACACCTTGTGGACGCGAACACGGTCCGGATCAA  
 
Okushima  903  GGTGCCCTACTCTGACGCGGGCTACAGGTTTTCGGTCGAATTTGAGCCGCAGCTTTACAC  
Oguma     1888 GGTTCCCTACTCGGACGCCGGATACCGTTTCTCCGTCGAATTCGACCCCCAGCTGTATAC  
Mizuno    6220 GGTTCCCTATTCGCTATCGGGCTACCGCTTCTCAGTCGAATTCGAGCCGCAAAATTTCAC  
 
Okushima  963  CGCCTACAACGACATGAGCGGCGACAGCGGCAAACTGACG---ACCGAGGCGGCCGGCAA  
Oguma     1948 GTCTTACAACGATATGTCCGGTAACAGCGGGAAACTCACC---ACTGTCGCTGAGGGGAA  
Mizuno    6280 CGCTTACAACGACATGTCAGGAACTGCGGGGGTGCTGACTGAAACCGGCGGCGGGGACCA  
 
Okushima  1020 CCGGCCCATCCACACCGAGCCACGCAATTCGATGATGGTCTTCGCCGAACCGAAGCTTCG  
Oguma     2005 CCGGCCTATTCACACCGAGCCGATGAACTCGATGATGATCTTCGCCGAGCCGAAGCTCCA  
Mizuno    6340 CCGTGCCATCCATACCGAACCCCGGAACTCCATGATGATCTTCGCCGAGCCAACCCTGGG  
 
Okushima  1080 GGGCGAGCAGAAGGAACGACTGGTCCCGACAGAAGAGTCGGGCAGCATCCACTATCCGGA  
Oguma     2065 GGGCGAAGAGGAGAAGCGCCTGATCCCGAACCCCTCGTCAGGCAGCATCCACTACCCCGA  
Mizuno    6400 CGGCGGCGAGGCGGACCGATTGATTCCCACCTCCGCATCCGGAACCATCAACTACCCGCA  
 
Okushima  1140 GCCCGGCGAGGTGCGGAACCTGAACTCGGTCAGCGAGGAAATCATCTACTTCCGGCCCGG  
Oguma     2125 AGAAGGGGAAGTGAAGGACCTCAACACCGTCACCGAAGAGATCATTTACTTCAAGCCCGG  
Mizuno    6460 GGAAGGCCTGGTCGACAACCTGGGCTCGGTCACCGAGGAGGTCATCTACTTCAGGCCCGG  
 
Okushima  1200 CACCTACAGCATGGGCCCGGACTACCATGCAGTCCTGCCAGCCAACGTGAAATGGGTCTA  
Oguma     2185 CACCTACCACATGGGCTCGGACTATCATGCGGTACTTCCGCCCAACGTGAAGTGGGTCTA  
Mizuno    6520 GACCTACTACATGGGATCGGGCCACCGTGCCTCCATGCCGCCCAACGTCAAGTGGATCTA  
 
Okushima  1260 TCTGGCACCAGGGGCCTACGTGAAGGGAGCCTTCCGGTTCCTCCACGACACCCAAAGCCA  
Oguma     2245 CCTTGCGCCTGGCGCGTACGTGAAGGGCGCGTTCCGCTTCTTCCACGACAACCAGGCACA  
Mizuno    6580 CCTGGCCCCCGGGGCATACGTCAAAGGTGCCTTCTATTTCCCCAGCTCGACGCAGGGCGT  
 
Okushima  1320 GTACAAGGTCACCGGATACGGCGTCCTCTCCGGCGAGCAGTACGTCTACGAGGCGGATAC  
Oguma     2305 GTACAAGGTGACCGGCTACGGGGTGCTCTCCGGCGAGCAGTACGTCTACGAGGCGGACAC  
Mizuno    6640 CTACAAAGTCACCGGGCGCGGGGTGCTCTCCGGCGAACAATACGTCTATGAGGCGGACAC  
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Okushima  1380 GAACAACAGTTACCACCACCTGAGCGGGGCGTCCAACTGCCACTCGTCCTGTGTAAAGAT  
Oguma     2365 CGCCAACAATTATAATGCCCTCAGCGGAGCCTCAAACTGCCACGTCACCTGCGTGAAAAT  
Mizuno    6700 CACCACCAGCGGGTATCCGCACTCAACCGGTGCCAACTGCCACAATACCTGCGTGAAGAT  
 
Okushima  1440 GCTGCAGTTCGC---TTCCGCCGACGCGGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTTACAGT  
Oguma     2425 GCTTCAGTTCGA---ATCCTCTAACATCGGACAGCAGCTCGACCTGCAAGGCGTCACCAT  
Mizuno    6760 GCTCGAGTTCAGTTCGTCCTCCACCATGCAGCAGTACTTGGACGTCGAGGGAATCACCAT  
 
Okushima  1497 CGCCGAGCCACCGTACCACTCCTTCGTGGTCTACGGGAACGA--GCAAACA---------  
Oguma     2482 CAACGAACCGCCCTACCACTCCTTCGTCGTCTACGCCCACGAAGGCGAAAAAGAGATAGG  
Mizuno    6820 CAGCGAGCCGCCCTACCACTCCTTCGTCATCTATGGGCCCCAGAACGCCTATGA------  
 
Okushima  1545 ----------TTCCACATGAACGTGGAGAACTACAAGCAGGTGGGCAGCTGGTACTGGCA  
Oguma     2542 CGTGGAGAACTTCCGCATGAACGTGGAGAACTACAAGCAGGTCGGCAGCTGGTACTGGCA  
Mizuno    6873 ---------CATGGAAATGCGGGTGGACAATTACAAACAGGTCGGCAGTTGGTACTGGCA  
 
Okushima  1596 GACAGACGGCATCGAGCTGTACAAAGGCAGCACCATGAAGAACACGTTCTTCAATGCCAA  
Oguma     2602 GACAGACGGCATCGAGCTCTACCAGGGCGGCACCATGAAGAACACGTTCTTCAACGCGAA  
Mizuno    6925 GACCGACGGCATGGAACTCTACAAGGGCGGGCGGATGAACAATACCTTTTTCCACTCCAA  
 
Okushima  1656 CGACGACGTGCTGAAGATGTATCACAGTGATGTCACCATCGATAACACGGTGATCTGGAA  
Oguma     2662 CGACGATGTGCTGAAGATGTACCACAGCGACGTCACCATCGATAACACGGTAATTTGGAA  
Mizuno    6985 TGACGACGTCCTGAAGCTCTACCACAGCAACGTGACGGTGGATAACACGGTGATCTGGAA  
 
Okushima  1716 GAACGAGAACGGCCCCGTGATCCAGTGGGGCTGGACGCCACGGAACATTGACAACGTGAA  
Oguma     2722 AAACGAGAACGGGCCCGTCATCCAATGGGGATGGACACCGCGGAACATCGACAACGTGAA  
Mizuno    7045 GAACGAGAACGGCCCGGTTATCCAGTGGGGCTGGGCGCCGCACAACATCGACAATGTGGT  
 
                                      DEXREV 
 
Okushima  1776 CGTCGCCAACACCACGGTCATCCACAACCGGATGTATTGGAAGGACGTCAAGTACAACAC  
Oguma     2782 CGTCACCGACACAACCGTCATCCACAACCGCATGTACTGGAAAGACCCCAAGTACAACAC  
Mizuno    7105 CGTAACCAACACTGACGTCATCCACAACCGCATGTATTGGAAGGACGTCAAATACAACAC  
 
Okushima  1836 CTGCATCTTCAATTCCTCCTCGCACTGGGAGGACATGGGTTCCACCACCAAAGCGGATCC  
Oguma     2842 CTGCATCCTCAACTCGTCATCGCACTGGGAAGACATGGGTTCCACTGCCAAGGCGGACCC  
Mizuno    7165 CTGCATCATCAATTCCTCCTCCCACTACGCGGACATGGGATCCAGCACCACAGCAGACAC  
 
Okushima  1896 CAACACCACGGTGAAGAACATGCGGTTCGAAAACACCGCCGTCGAAGGCATGACGAACTG  
Oguma     2902 GAACACAACTGTGAAGAACATGCGATTCGAAAACATCACTGTCGAAGGCATGACCAACTG  
Mizuno    7225 CGCCAAAACCATCAGCAACTTCCGGCTGGAGAACATCACCGTGGAGGGCATGACCAACTG  
 
Okushima  1956 CGCTATCCGCGTCTATGCCCTGTCCGACACTGAAAACATCCACATCAAGAATTTCAACAT  
Oguma     2962 CGCAATGCGGATCTATGCCCTGTCCAACACTGAGAACATTCACGTCAAGAACCTCAGCAT  
Mizuno    7285 CGCCGTGAGGATCTATGCACTCTCCAACACCGAGAACATCCACATCAAGAACCTGAACAT  
 
Okushima  2016 CGGTGCCTGGAACGGGCTGGAATGGACTTCACAGGTCAGCCACCTCAAGCGCTACACCAA  
Oguma     3022 CGACAGCTGGAATGGCTTGGACTGGACTTCACAGGTCAGCCACCTCAAGCGGTACACCAA  
Mizuno    7345 TGGCGGCTGGAACGGGCTGGACTACGGCTCCCAAGTGAGCCACCTGAAGCGCTATTCGGA  
 
Okushima  2076 CTCCGCCGGTGAGAAGGTCACTATCGGCAACGAGGTTCCCGACGGCAACGGACTCGCCCT  
Oguma     3082 CTCCGCAGGCGAAAAAGTCACCATCGGCAATGAGATCCCCGACGGTAACGGCCTCGCCCT  
Mizuno    7405 CACCGCCAACAACAAGGTTTGGCTGGGCAACGAAACGATTGACAGCCGCGGCATCAAGCT  
 
Okushima  2136 TGAAAACTACTCAGTGGGCGGCCAAGTCATCGAGAAGACCGGCGGAAACTCGTCAGACTA  
Oguma     3142 CGAAAACTACTCGGTCGGAGGCGAAATAATCGAGAAATCCGGCGACAACTGGAACGACTA  
Mizuno    7465 CGAGAACTACACCGTCGGCGGGGTCAAGATCGACAAGACCACAACTAACTGGAATGACAC  
 
Okushima  2196 CCAGCTCGGCCGGCTTGGCTTCGACGGCGAAAACTGGGAAAACTGGAACGCCTGGAAGTC  
Oguma     3202 CAAGCTCGGACGCCTCGGATTCGACGGCGAGAACTGGGACAGCTGGAACGCCTGGAAATC  
Mizuno    7525 GCAGTTGGGCCGTCTCGGCTTCGACCCGGAAAACTGGGATACTTGGAACGCGTGGTGACT  
 
Okushima  2256 AGCTC-CCTAGCAGGCTCTCACCGAGCTCAATCCGGC-GGTGAAAGTGGGCAGAGGCA-A  
Oguma     3262 CACAC-CCTAGGTAAC-----CGGAACTCG--TCAGC-GGCGTG-GTGGGCAGAGGCACA  
Mizuno    7585 CTCGGGTCTTCGTGACCGAAGCGCATCCATAATCGGCCGGGGAGCCCCGTCTAAGGCTCC  
 
Okushima  2313 GAGTAATTCCCCACTTCCT---------CCAAAACAATGCAGCC--AGTCAACCGGCCCT  
Oguma     3312 CAGCCTCTGCCCACCGGCTTATGCACTACGAAAAATCTCCAACCTGAACCACCGAATCTT  
Mizuno    7645 CCGGCCGGCCGGGCGGGGAAGCTGACGCTCCAGGGACTTACACCCCGGGCAGTGTGCCGT  
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Okushima  2362 GGT---GCAACTG-AGCACA-AAT------------------------------------  
Oguma     3372 GCC---ACATCAGGAGCACC-GATTGATGTCACCCTCATGTTCGAGCTCGATGACCTCCC  
Mizuno    7705 GCACAAACGCCTGGATGGCCAGGACAGCAGCGCCACGGCACCAATCAACGTTGTTCTTGG  

 
2. ผลการเปรียบเทยีบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอติดตาม DEX-
probe โดยใชไพรเมอร T7  กับยีนเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter globiformis 
สายพันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999) 
 
DNASIS             *****  HOMOLOGY SEARCH LIST  *****             DATE 03-18-03 
 *** INPUT INFORMATION *** 
     FILE NAME : DEXPROBE.SEQ           
     SEQUENCE :   1062 BP;    275 A;    332 C;    291 G;    164 T. 
 *** HOMOLOGY REGIONS REFERENCE ***      (     1- 1062 NORMAL ) 
 NO. TARGET FILE  DEFINITION                                         INIT   OPT 
   1 OKUSHIMA.SEQ                                                    3414  3414 
 86.9% identity in 1062 bp overlap 
 
                       10        20        30        40        50        60 
 DEXPROBE      GAGCTGGGCCAGCTTCGAATATGCCAAGGACGTCTGGGTGGACGTCAATCTCAAGACCGG 
               X:::::: :::::::::: :: :::::::::::::::::::: :: :  ::    :: :: 
 OKUSHIMA      GAGCTGGTCCAGCTTCGAGTACGCCAAGGACGTCTGGGTGGAAGTGAGCCTGCGCACTGG 
             750       760       770       780       790       800          
                       70        80        90       100       110       120 
 DEXPROBE      CCAGACCATCACATCGGCCGACCAGGTCCAGATCCGGCCCAGCAGCTACAACTTCGAAAA 
                ::::::::: : :: ::::::::::::::::::::::: :::::::::::::: ::::: 
 OKUSHIMA      ACAGACCATCTCCTCAGCCGACCAGGTCCAGATCCGGCCGAGCAGCTACAACTTTGAAAA 
             810       820       830       840       850       860          
                      130       140       150       160       170       180 
 DEXPROBE      ACAGCTCGTGGACGCGGACACCGTAAAGATCAAGGTGCCATACTCTGACGCCGGATACCG 
                ::::::::::: :: ::::: :: :  ::::::::::: ::::::::::: :: ::: : 
 OKUSHIMA      GCAGCTCGTGGATGCAGACACTGTCAGAATCAAGGTGCCCTACTCTGACGCGGGCTACAG 
             870       880       890       900       910       920          
                      190       200       210       220       230       240 
 DEXPROBE      GTTCTCGGTGGAGTTCGAGCCGCAGCTGTACACGGCGTACAACGACATGAGCGGCGACAG 
               ::: ::::: :: :: ::::::::::: ::::: :: ::::::::::::::::::::::: 
 OKUSHIMA      GTTTTCGGTCGAATTTGAGCCGCAGCTTTACACCGCCTACAACGACATGAGCGGCGACAG 
             930       940       950       960       970       980          
                      250       260       270       280       290       300 
 DEXPROBE      CGGCAAGCTCACCACCGAAGCCGAGGGCAACCGCGCCATCCACACTGAGCCTCGCAACTC 
               :::::: :: :: ::::: :: :  ::::::::  :::::::::: ::::: ::::: :: 
 OKUSHIMA      CGGCAAACTGACGACCGAGGCGGCCGGCAACCGGCCCATCCACACCGAGCCACGCAATTC 
             990      1000      1010      1020      1030      1040          
                      310       320       330       340       350       360 
 DEXPROBE      GATGATGATCTTCGCCGAGCCCAAGCTCCGGGGCGAGCAGAAGGAGCGGCTGATTCCCAC 
               ::::::: :::::::::: :: ::::: ::::::::::::::::: :: ::: : :: :: 
 OKUSHIMA      GATGATGGTCTTCGCCGAACCGAAGCTTCGGGGCGAGCAGAAGGAACGACTGGTCCCGAC 
            1050      1060      1070      1080      1090      1100          
                      370       380       390       400       410       420 
 DEXPROBE      GGAGGAGTCAGGCAGCATCCACTACCCGGCCGAAGGTGAGGTAACCAACCTCAACACCGT 
                :: ::::: :::::::::::::: ::::     :: :::::    ::::: ::: : :: 
 OKUSHIMA      AGAAGAGTCGGGCAGCATCCACTATCCGGAGCCCGGCGAGGTGCGGAACCTGAACTCGGT 
            1110      1120      1130      1140      1150      1160          
                      430       440       450       460       470       480 
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 DEXPROBE      TACCGAAGACATCATCTACTTCAAGCCCGGCACCTACAGCATGGGCTCGGACTACCATGC 
                : ::: :: ::::::::::::  :::::::::::::::::::::: ::::::::::::: 
 OKUSHIMA      CAGCGAGGAAATCATCTACTTCCGGCCCGGCACCTACAGCATGGGCCCGGACTACCATGC 
            1170      1180      1190      1200      1210      1220          
                      490       500       510       520       530       540 
 DEXPROBE      CGTCCTGCCGCCCAACGTCAAGTGGGTGTATCTGGCCCCAGGCGCCTACGTGAAGGGAGC 
                ::::::::  ::::::: :: ::::: :::::::: ::::: ::::::::::::::::: 
 OKUSHIMA      AGTCCTGCCAGCCAACGTGAAATGGGTCTATCTGGCACCAGGGGCCTACGTGAAGGGAGC 
            1230      1240      1250      1260      1270      1280          
                      550       560       570       580       590       600 
 DEXPROBE.SEQ  CTTCCGGTTCTTCCACGACAACCAAAGCCAGTACAAGGTCACCGGCTATGGCGTCCTCTC 
               :::::::::: ::::::::: :::::::::::::::::::::::: :: ::::::::::: 
 OKUSHIMA      CTTCCGGTTCCTCCACGACACCCAAAGCCAGTACAAGGTCACCGGATACGGCGTCCTCTC 
            1290      1300      1310      1320      1330      1340          
                      610       620       630       640       650       660 
 DEXPROBE      CGGCGAGCAATACGTATACGAGGCGGACACGAACAACGATTACAACCATCTCAGCGGGGC 
               ::::::::: ::::: ::::::::::: :::::::::  :::: :::: :: :::::::: 
 OKUSHIMA      CGGCGAGCAGTACGTCTACGAGGCGGATACGAACAACAGTTACCACCACCTGAGCGGGGC 
            1350      1360      1370      1380      1390      1400          
                      670       680       690       700       710       720 
 DEXPROBE      GTCCAACTGCCACTCATCGTGCGTGAAGATGCTGCAGTTCGCGTCAGCCGACGCCGAGCA 
               ::::::::::::::: :: :: :: ::::::::::::::::: :: :::::::: ::::: 
 OKUSHIMA      GTCCAACTGCCACTCGTCCTGTGTAAAGATGCTGCAGTTCGCTTCCGCCGACGCGGAGCA 
            1410      1420      1430      1440      1450      1460          
                      730       740       750       760       770       780 
 DEXPROBE      GAAGCTGGACCTGCAGGGCGTCACCATCAATGAACCGCCCTACCACTCGTTTGTGGTCTA 
               ::::::::::::::::::::: ::  ::   :: :: :: :::::::: :: :::::::: 
 OKUSHIMA      GAAGCTGGACCTGCAGGGCGTTACAGTCGCCGAGCCACCGTACCACTCCTTCGTGGTCTA 
            1470      1480      1490      1500      1510      1520          
                      790       800       810       820       830       840 
 DEXPROBE      CGGGAACGAGCAGACCTTCCACATGAACGTGGAGAACTACAAGCAGGTGGGCAGCTGGTA 
               :::::::::::: :: :::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 
 OKUSHIMA      CGGGAACGAGCAAACATTCCACATGAACGTGGAGAACTACAAGCAGGTGGGCAGCTGGTA 
            1530      1540      1550      1560      1570      1580          
                      850       860       870       880       890       900 
 DEXPROBE      CTGGCAAACGGACGGCATCGAGCTGTACAAGGGCAGCAGCATGAAGAACACGTTCTTCAA 
               :::::: :: :::::::::::::::::::: ::::::: ::::::::::::::::::::: 
 OKUSHIMA      CTGGCAGACAGACGGCATCGAGCTGTACAAAGGCAGCACCATGAAGAACACGTTCTTCAA 
            1590      1600      1610      1620      1630      1640          
                      910       920       930       940       950       960 
 DEXPROBE      CTCCAACGACGACGTACTGAAGATGTACCACAGCGACGTCACCATTGATAACACCGTGAT 
                 ::::::::::::: ::::::::::: ::::: :: :::::::: :::::::: ::::: 
 OKUSHIMA      TGCCAACGACGACGTGCTGAAGATGTATCACAGTGATGTCACCATCGATAACACGGTGAT 
            1650      1660      1670      1680      1690      1700          
                      970       980       990      1000      1010      1020 
 DEXPROBE      CTGGAAAAACGAGAACGGACCCGTGGTCCAGTGGGGCTGGACGCCACGGAACATCGACAA 
               :::::: ::::::::::: :::::: :::::::::::::::::::::::::::: ::::: 
 OKUSHIMA      CTGGAAGAACGAGAACGGCCCCGTGATCCAGTGGGGCTGGACGCCACGGAACATTGACAA 
            1710      1720      1730      1740      1750      1760          
                     1030      1040      1050      1060   
 DEXPROBE      CGTGAACGTCACCAACACCTCGGTCATCCACAACCGGATGTA 
               :::::::::: :::::::: :::::::::::::::::::::X 
 OKUSHIMA      CGTGAACGTCGCCAACACCACGGTCATCCACAACCGGATGTA 
            1770      1780      1790      1800      1810  

 
3. ผลการเปรียบเทยีบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอติดตาม DEX-
probe โดยใชไพรเมอร SP6  กับยีนเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter globiformis 
สายพันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999) 
 
DNASIS             *****  HOMOLOGY SEARCH LIST  *****             DATE 03-18-03 
 *** INPUT INFORMATION *** 
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     FILE NAME : PDEX_SP6.SEQ           
     SEQUENCE :    771 BP;    198 A;    219 C;    198 G;    129 T. 
 *** HOMOLOGY REGIONS REFERENCE ***      (     1-  771 NORMAL ) 
 NO. TARGET FILE  DEFINITION                                         INIT   OPT 
   1 OGUMA.SEQ                                                       1880  2194 
 80.2% identity in 768 bp overlap 
 
                       10        20        30        40        50        60 
 PDEX_SP6      ATTCCCACGGAGGAGTCAGGCAGCATCCACTACCCGGCCGAAGGTGAGGTAACCAACCTC 
                :::::::  :::: ::::::::::::::::: ::::     :: :::::    :::::  
 OGUMA         GTTCCCACCCAGGAATCAGGCAGCATCCACTATCCGGAGCCCGGCGAGGTGCGGAACCTG 
                   1830      1840      1850      1860      1870      1880   
                       70        80        90        100       110          
 PDEX_SP6      AACNCNGTTACCGAAGACATCATTTACTTCAAG-CCGGCACCTACAGCATGGGCTGGNAC 
               :::.:.:: : ::  :: ::::: ::::::  : X:::::::::::::::::::: :.:: 
 OGUMA         AACTCGGTCAGCGCGGAAATCATCTACTTCCGGCCCGGCACCTACAGCATGGGCTCGGAC 
                   1890      1900      1910      1920      1930      1940   
             120       130       140       150       160       170          
 PDEX_SP6      TACCATGCNGTCCTGCCGCCCAAACGTCCAAGTGGTGNATCTGGCCCCAGGCGCCTACGT 
               ::::: ::.::::::::: :: :::::  ::  ::: .::::::: ::::: :: :: :: 
 OGUMA         TACCACGCAGTCCTGCCGGCC-AACGTGAAATGGGTCTATCTGGCACCAGGAGCGTATGT 
                   1950      1960       1970      1980      1990      2000  
              180       190       200       210       220       230         
 PDEX_SP6      -AAGGGAGCCTTCCGGTTCTTCCACGACAACCAAAGCCAGTACAAGGTCACCGGCTATGG 
                ::::: :::::::::::: : :::::::  ::::::::::::::::::::::: :: :: 
 OGUMA         GAAGGGGGCCTTCCGGTTCCTTCACGACACGCAAAGCCAGTACAAGGTCACCGGTTACGG 
                    2010      2020      2030      2040      2050      2060  
              240       250       260       270       280       290         
 PDEX_SP6      NGTCCTCTCCGGCGAGCAATACGTATACGAGGCGGACACGAACAACGATTACAACCATCT 
               .::::: ::::::::::: ::::: ::::::::::: ::::: :::   :::::::: :: 
 OGUMA         CGTCCTTTCCGGCGAGCAGTACGTTTACGAGGCGGATACGAATAACAGCTACAACCACCT 
                    2070      2080      2090      2100      2110      2120  
              300       310       320       330       340       350         
 PDEX_SP6      CAGCGGGGCGTCCAACTGCCACTCATCGTGCGTGAAGATGCTGCAGTTCGCGTCAGCCGA 
               ::::::::: :::::::: ::::: :: ::::: ::::::::::::::::: :: ::::: 
 OGUMA         CAGCGGGGCATCCAACTGTCACTCGTCCTGCGTAAAGATGCTGCAGTTCGCTTCCGCCGA 
                    2130      2140      2150      2160      2170      2180  
              360       370       380       390       400       410         
 PDEX_SP6      CGCCGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTCACCATCAATGANCCGCCCTACCACTCGTT 
               ::: :::::::::::::::::::::::::: ::  ::   ::.::::: :::::::: :: 
 OGUMA         CGCGGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTTACAGTCGCCGAGCCGCCGTACCACTCCTT 
                    2190      2200      2210      2220      2230      2240  
              420       430       440       450       460       470         
 PDEX_SP6      TGTGGTNTACGGGAACGAGCAGACCTTCCACATGAACNTGNANAACTACAAGCAGGTGGG 
               ::::::.:::::::::::::: :: ::::: ::::::.::.:.:: :::::::::::::: 
 OGUMA         TGTGGTCTACGGGAACGAGCAAACGTTCCATATGAACGTGGAGAATTACAAGCAGGTGGG 
                    2250      2260      2270      2280      2290      2300  
              480       490       500       510       520       530         
 PDEX_SP6      CANTTGGTAGTGGCAAACGNACGGCATCGAGCTGTACAAGGGCAGCAGCATGAAGANCNC 
               ::. ::::: ::::: :::.::::::::::::::::: ::::::::: ::::::::.:.: 
 OGUMA         CAGCTGGTACTGGCAGACGGACGGCATCGAGCTGTACCAGGGCAGCACCATGAAGAACAC 
                    2310      2320      2330      2340      2350      2360  
              540       550       560       570       580       590         
 PDEX_SP6      GTTCTTCAANTCCAACGAGNACGTANTGAAGATGTACCACAGCGNCGTCACCNTTNATAA 
               :::::::::. : ::::: .:::: .::::::::::::::::::. :::: :.: .:::: 
 OGUMA         GTTCTTCAACGCGAACGACGACGTGCTGAAGATGTACCACAGCGATGTCAGCATCGATAA 
                    2370      2380      2390      2400      2410      2420  
              600       610       620       630       640       650         
 PDEX_SP6      CACNGTGATNTGGAAAANNGANAACGGACCCGTGGTCCAGTGGGGNTGGACGCCACGGAA 
               :::.::: :.::::: :..::.::::::::::: :::::::::::.::::: :: ::::: 
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 OGUMA         CACCGTGGTGTGGAAGAACGAGAACGGACCCGTCGTCCAGTGGGGCTGGACCCCGCGGAA 
                    2430      2440      2450      2460      2470      2480  
              660       670       680       690       700        710        
 PDEX_SP6      CATCGACAACGTGAACGTCACCAACACCTCGGTCATCCACAACCGCATGTA-GGGTTCGA 
               ::: :::::::::::::::::::::::: : :::::::::::::: ::::X  ::   :: 
 OGUMA         CATTGACAACGTGAACGTCACCAACACCACCGTCATCCACAACCGGATGTACTGGAAGGA 
                    2490      2500      2510      2520      2530      2540  
               720           730       740       750       760       770  
 PDEX_SP6      AATC---GATAA-GCTTGGATCCGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCAAGCTTGAGA 
                 ::    : ::  : :: :::   :   :: ::  :::  :::  : :          
 OGUMA         CGTCAAGTACAACACCTGCATCTTCAACTCTTCC-TCGCACTGGGAGGACATGGGTTC 
                    2550      2560      2570       2580      2590         

 
4.   ผลการเปรียบเทยีบความเหมือนของยีน  sdx    และยีนเอนโดเดกซแทรนเนสจาก 
Arthrobacter globiformis  สายพันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999) 
 
DNASIS             *****  HOMOLOGY SEARCH LIST  *****             DATE 03-10-03 
 *** INPUT INFORMATION *** 
     FILE NAME : SDX.SEQ           
     SEQUENCE :   1902 BP;    479 A;    609 C;    525 G;    289 T. 
*** HOMOLOGY REGIONS REFERENCE ***      (     1- 1902 NORMAL ) 
 NO. TARGET FILE  DEFINITION                                         INIT   OPT 
     Oguma.SEQ                                                      5518  5562 
 83.2% identity in 1879 bp overlap 
                       10        20        30        40        50        60 
 SDX           ATGCCCGGATCAGGGCTGACGCTACTAGCCAAAACCATCACCATCGCCGCAGCCACCGTG 
                                         :::   :    ::   :::  : : : : X:::: 
 OGUMA         CGACTGGCCAAACACGTAACAGCGGCAGCTGCAGTTTTCCTTATCAGCACTGGCGCCGTG 
                 1090      1100      1110      1120      1130      1140     
                       70        80        90         100        110        
 SDX           CTTGTGGGCAGCGGCGCTGCCATCCCGGCACAGGCCA--CCGGCAGCA-CGCCAGCTG-A 
               : :   ::::  :::   :  : : :: :   : :::  ::  : ::: :::: :::: : 
 OGUMA         C-TCCCGGCACAGGC--AGAAACCGCGCCGGGGTCCACCCCCTCTGCAGCGCCGGCTGCA 
                  1150        1160      1170      1180      1190      1200  
                120       130       140       150       160       170       
 SDX           CCCGAAGAAAGCCGCCGAAGTCAGCACCGTGGACAACGGCAACCTGCACACCTGGTGGCA 
                : :  ::::  : ::  : : : ::: : : ::::::::::::: :::::::::::::: 
 OGUMA         TCTGTGGAAAAACACCCCA-TTACCACTGCGAACAACGGCAACCTCCACACCTGGTGGCA 
                    1210      1220       1230      1240      1250      1260 
                180       190       200       210       220       230       
 SDX           TGACAACGGGGTCTTCAACACCGAAGGCCCCACCGGGGACAACGAGGTCCGCCGGTCGTC 
                :::::::: :: :::: : : :  : ::: ::      : ::::::: ::::::::::: 
 OGUMA         CGACAACGGCGTTTTCAGCCCAGCCGCCCCAACGCAAAGCGACGAGGTTCGCCGGTCGTC 
                     1270      1280      1290      1300      1310      1320 
                240       250       260       270       280       290       
 SDX           CTTCTACGACGTCCAGGTTGCGCAGGCAACGCAGCCTGACAAGGCGTACGACGCGTTCAC 
               ::: ::::: :: : ::: :: ::::: :  :::::  : :::::::: ::::: ::::: 
 OGUMA         CTTATACGATGTGCGGGTGGCCCAGGCCAATCAGCCACAGAAGGCGTATGACGCTTTCAC 
                     1330      1340      1350      1360      1370      1380 
                300       310       320       330       340       350       
 SDX           GTACATGAGCATCCCCAGGAGCGGGAAGGGCAAGATCGGCTACACCAAGGAGGACGGCGC 
                ::::::::::: ::: : ::::: ::::: ::::::::::::::  :::: ::::: :: 
 OGUMA         TTACATGAGCATTCCCCGCAGCGGAAAGGGGAAGATCGGCTACACGGAGGAAGACGGTGC 
                     1390      1400      1410      1420      1430      1440 
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                360       370       380       390       400       410       
 SDX           CGAGTTCTCCTCCCAGGCGGGCCTGTCCATGAGCTGGGCCAGCTTCGAATATGCCAAGGA 
                :: ::::::::: :::: :: ::: ::::::::::: :::::::::: :: :::::::: 
 OGUMA         TGAATTCTCCTCCGAGGCCGGGCTGACCATGAGCTGGTCCAGCTTCGAGTACGCCAAGGA 
                     1450      1460      1470      1480      1490      1500 
                420       430       440       450       460       470       
 SDX           CGTCTGGGTGGACGTCAATCTCAAGACCGGCCAGACCATCACATCGGCCGACCAGGTCCA 
               :::::::::::: :: :  ::    :: :::::::::::: : :: :::::::::::::: 
 OGUMA         CGTCTGGGTGGAAGTGAGCCTGCGCACTGGCCAGACCATCTCCTCAGCCGACCAGGTCCA 
                     1510      1520      1530      1540      1550      1560 
                480       490       500       510       520       530       
 SDX           GATCCGGCCCAGCAGCTACAACTTCGAAAAACAGCTCGTGGACGCGGACACCGTAAAGAT 
               ::::::::: :::::::::::::::::::: :::::::::::::: :::::::: : ::: 
 OGUMA         GATCCGGCCGAGCAGCTACAACTTCGAAAAGCAGCTCGTGGACGCCGACACCGTCAGGAT 
                     1570      1580      1590      1600      1610      1620 
                540       550       560       570       580       590       
 SDX           CAAGGTGCCATACTCTGACGCCGGATACCGGTTCTCGGTGGAGTTCGAGCCGCAGCTGTA 
                :::::::: ::::::::::: :: ::: :::: ::::: :: :: ::::: :::::::: 
 OGUMA         AAAGGTGCCTTACTCTGACGCGGGCTACAGGTTTTCGGTCGAATTTGAGCCTCAGCTGTA 
                     1630      1640      1650      1660      1670      1680 
                600       610       620       630       640       650       
 SDX           CACGGCGTACAACGACATGAGCGGCGACAGCGGCAAGCTCACCACCGAAGCCGAGGGCAA 
               ::: :: :::::::::::::::::::::::::::::::: :: ::::::::::::::::: 
 OGUMA         CACCGCCTACAACGACATGAGCGGCGACAGCGGCAAGCTGACTACCGAAGCCGAGGGCAA 
                     1690      1700      1710      1720      1730      1740 
                660       670       680       690       700       710       
 SDX           CCGCGCCATCCACACTGAGCCTCGCAACTCGATGATGATCTTCGCCGAGCCCAAGCTCCG 
               :::  :::::::::: ::::: ::::: :: :::::: :::::::::: :: ::::: :: 
 OGUMA         CCGGCCCATCCACACGGAGCCGCGCAATTCAATGATGGTCTTCGCCGAACCGAAGCTTCG 
                     1750      1760      1770      1780      1790      1800 
                720       730       740       750       760       770       
 SDX           GGGCGAGCAGAAGGAGCGGCTGATTCCCACGGAGGAGTCAGGCAGCATCCACTACCCGGC 
               :::::::::::::::::: ::  :::::::  :::: ::::::::::::::::: ::::  
 OGUMA         GGGCGAGCAGAAGGAGCGCCTTGTTCCCACCCAGGAATCAGGCAGCATCCACTATCCGGA 
                     1810      1820      1830      1840      1850      1860 
                780       790       800       810       820       830       
 SDX           CGAAGGTGAGGTAACCAACCTCAACACCGTTACCGAAGACATCATCTACTTCAAGCCCGG 
                   :: :::::    ::::: ::: : :: : ::  :: ::::::::::::  :::::: 
 OGUMA         GCCCGGCGAGGTGCGGAACCTGAACTCGGTCAGCGCGGAAATCATCTACTTCCGGCCCGG 
                     1870      1880      1890      1900      1910      1920 
                840       850       860       870       880       890       
 SDX           CACCTACAGCATGGGCTCGGACTACCATGCCGTCCTGCCGCCCAACGTCAAGTGGGTGTA 
               ::::::::::::::::::::::::::: :: ::::::::: ::::::: :: ::::: :: 
 OGUMA         CACCTACAGCATGGGCTCGGACTACCACGCAGTCCTGCCGGCCAACGTGAAATGGGTCTA 
                     1930      1940      1950      1960      1970      1980 
                900       910       920       930       940       950       
 SDX           TCTGGCCCCAGGCGCCTACGTGAAGGGAGCCTTCCGGTTCTTCCACGACAACCAAAGCCA 
               :::::: ::::: :: :: :::::::: :::::::::::: : :::::::  :::::::: 
 OGUMA         TCTGGCACCAGGAGCGTATGTGAAGGGGGCCTTCCGGTTCCTTCACGACACGCAAAGCCA 
                     1990      2000      2010      2020      2030      2040 
                960       970       980       990      1000      1010       
 SDX           GTACAAGGTCACCGGCTATGGCGTCCTCTCCGGCGAGCAATACGTATACGAGGCGGACAC 
               ::::::::::::::: :: :::::::: ::::::::::: ::::: ::::::::::: :: 
 OGUMA         GTACAAGGTCACCGGTTACGGCGTCCTTTCCGGCGAGCAGTACGTTTACGAGGCGGATAC 
                     2050      2060      2070      2080      2090      2100 
               1020      1030      1040      1050      1060      1070       
 SDX           GAACAACGATTACAACCATCTCAGCGGGGCGTCCAACTGCCACTCATCGTGCGTGAAGAT 
               ::: :::   :::::::: ::::::::::: :::::::: ::::: :: ::::: ::::: 
 OGUMA         GAATAACAGCTACAACCACCTCAGCGGGGCATCCAACTGTCACTCGTCCTGCGTAAAGAT 
                     2110      2120      2130      2140      2150      2160 
               1080      1090      1100      1110      1120      1130       
 SDX           GCTGCAGTTCGCGTCAGCCGACGCCGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTCACCATCAA 
               :::::::::::: :: :::::::: :::::::::::::::::::::::::: ::  ::   
 OGUMA         GCTGCAGTTCGCTTCCGCCGACGCGGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTTACAGTCGC 
                     2170      2180      2190      2200      2210      2220 
               1140      1150      1160      1170      1180      1190       
 SDX           TGAACCGCCCTACCACTCGTTTGTGGTCTACGGGAACGAGCAGACCTTCCACATGAACGT 
                :: ::::: :::::::: ::::::::::::::::::::::: :: ::::: :::::::: 
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 OGUMA         CGAGCCGCCGTACCACTCCTTTGTGGTCTACGGGAACGAGCAAACGTTCCATATGAACGT 
                     2230      2240      2250      2260      2270      2280 
               1200      1210      1220      1230      1240      1250       
 SDX           GGAGAACTACAAGCAGGTGGGCAGCTGGTACTGGCAAACGGACGGCATCGAGCTGTACAA 
               :::::: ::::::::::::::::::::::::::::: ::::::::::::::::::::: : 
 OGUMA         GGAGAATTACAAGCAGGTGGGCAGCTGGTACTGGCAGACGGACGGCATCGAGCTGTACCA 
                     2290      2300      2310      2320      2330      2340 
               1260      1270      1280      1290      1300      1310       
 SDX           GGGCAGCAGCATGAAGAACACGTTCTTCAACTCCAACGACGACGTACTGAAGATGTACCA 
               :::::::: :::::::::::::::::::::: : ::::::::::: :::::::::::::: 
 OGUMA         GGGCAGCACCATGAAGAACACGTTCTTCAACGCGAACGACGACGTGCTGAAGATGTACCA 
                     2350      2360      2370      2380      2390      2400 
               1320      1330      1340      1350      1360      1370       
 SDX           CAGCGACGTCACCATTGATAACACCGTGATCTGGAAAAACGAGAACGGACCCGTGGTCCA 
               :::::: :::: ::: :::::::::::: : ::::: ::::::::::::::::: ::::: 
 OGUMA         CAGCGATGTCAGCATCGATAACACCGTGGTGTGGAAGAACGAGAACGGACCCGTCGTCCA 
                     2410      2420      2430      2440      2450      2460 
               1380      1390      1400      1410      1420      1430       
 SDX           GTGGGGCTGGACGCCACGGAACATCGACAACGTGAACGTCACCAACACCTCGGTCATCCA 
               :::::::::::: :: :::::::: :::::::::::::::::::::::: : :::::::: 
 OGUMA         GTGGGGCTGGACCCCGCGGAACATTGACAACGTGAACGTCACCAACACCACCGTCATCCA 
                     2470      2480      2490      2500      2510      2520 
               1440      1450      1460      1470      1480      1490       
 SDX           CAACCGGATGTACTGGAAGGACGTCAAGTACAACACTTGCATCTTCAATTCCTCCTCTCA 
               :::::::::::::::::::::::::::::::::::: ::::::::::: :: ::::: :: 
 OGUMA         CAACCGGATGTACTGGAAGGACGTCAAGTACAACACCTGCATCTTCAACTCTTCCTCGCA 
                     2530      2540      2550      2560      2570      2580 
               1500      1510      1520      1530      1540      1550       
 SDX           CTGGGAGGACATGGGATCCACCATCAAGGCGGACCCCACCACCACGGTCAAGAACATGTC 
               ::::::::::::::: ::::: :  :: :::::::::: ::::::::: :::::::::   
 OGUMA         CTGGGAGGACATGGGTTCCACAACAAAAGCGGACCCCAACACCACGGTGAAGAACATGCG 
                     2590      2600      2610      2620      2630      2640 
               1560      1570      1580      1590      1600      1610       
 SDX           GTTCGAAAACTTCACGGTTGAGGGCATGGCCAACTGCGCCATCCGCGTCTACGCCCTGTC 
               ::::::::::  ::: :: :: :: ::: :::::::::::::::: :::::::::::::: 
 OGUMA         GTTCGAAAACACCACAGTCGAAGGGATGACCAACTGCGCCATCCGTGTCTACGCCCTGTC 
                     2650      2660      2670      2680      2690      2700 
               1620      1630      1640      1650      1660      1670       
 SDX           CAACACCGAGAACATCAACATCAAGAATCTCAAGATCGATAGCTGGAACGGACTCGACTG 
                 ::::::: :::::: ::::::::::  :::: ::::  :::::::::::::: :: :: 
 OGUMA         TGACACCGAAAACATCCACATCAAGAACTTCAACATCGGCAGCTGGAACGGACTGGATTG 
                     2710      2720      2730      2740      2750      2760 
               1680      1690      1700      1710      1720      1730       
 SDX           GACCTCCCAGGTCAGCCATCTCAAGCGCTACACCAACCCCGCCGGTGAAAAGGTGACCAT 
               ::: :::::::::::::: :::::::::::::::::: ::::::: :: ::::: ::::: 
 OGUMA         GACTTCCCAGGTCAGCCACCTCAAGCGCTACACCAACTCCGCCGGCGAGAAGGTCACCAT 
                     2770      2780      2790      2800      2810      2820 
               1740      1750      1760      1770      1780      1790       
 SDX           CGGCAACGAGGTTCCTGCCGGCAACGGCCTTGCCCTGGAGAACTACTCGATAGGCGGCGA 
               ::: :::::: :::: : ::::::::: :: ::: : :: ::::::::: : :::::: : 
 OGUMA         CGGTAACGAGCTTCCCGACGGCAACGGGCTCGCCATTGAAAACTACTCGGTGGGCGGCCA 
                     2830      2840      2850      2860      2870      2880 
               1800      1810      1820      1830      1840      1850       
 SDX           AGTAATCGAGAAATCTGCAGGCAACTGGGCCGACTACCGGCTGGGCCGGCTTGGCTTCGA 
                :: ::::::::    :  :: :::::: : ::::::: ::: ::::: :::::::: :: 
 OGUMA         GGTCATCGAGAAGAGCGGCGGAAACTGGTCGGACTACCAGCTCGGCCGACTTGGCTTTGA 
                     2890      2900      2910      2920      2930      2940 
               1860      1870      1880      1890      1900   
 SDX           CGGCGAGAACTGGGACAGCTGGAACGCGTTTAAGTCCACGCCCTAA 
               ::: :: :::::::::::::::::::: :  :::::  :::X ::  
 OGUMA         CGGAGAAAACTGGGACAGCTGGAACGCCTGGAAGTCAGCGCCTTAG 
                     2950      2960      2970      2980       
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5. ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของยีน sdx และยีนเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter    
sp. สายพันธุ CB-8 (Okushima และคณะ, 1991) 
 
DNASIS             *****  HOMOLOGY SEARCH LIST  *****             DATE 03-06-03 
*** INPUT INFORMATION *** 
FILE NAME : SDX.SEQ           
SEQUENCE :   1902 BP;    479 A;    609 C;    525 G;    289 T. 
*** HOMOLOGY REGIONS REFERENCE ***      (     1- 1902 NORMAL ) 
NO. TARGET FILE  DEFINITION                                         INIT   OPT 
     OKUSHIMA.SEQ                                                      5438  5540 
 82.3% identity in 1891 bp overlap 
 
                       10        20        30        40        50        60 
 SDX           ATGCCCGGATCAGGGCTGACGCTACTAGCCAAAACCATCACCATCGCCGCAGCCACCGTG 
                          : :  ::::      ::::  :    ::   :::  : :   : ::::: 
 OKUSHIMA      CGGCTGGCCAAACGCATGACAGCGGCAGCCGCAGTTTTCTTTATCAGCACCAGCGCCGTG 
                   370       380       390       400       410       420    
                       70         80        90       100       110          
 SDX           CTTGTGGGCAGCGGC-GCTGCCATCCCGGCACAGGCCACCGGCAGCACGCCAGCTGACCC 
               : :   ::::  ::: ::  ::   ::::::   ::: :     :    :: :: :  :  
 OKUSHIMA      C-TCCCGGCACAGGCTGCCACCGCACCGGCAGCCGCCCCACCAGGGGTACCTGCAGCTCT 
                    430       440       450       460       470       480   
             120       130       140       150       160       170          
 SDX           GAAGAAAGCCGCCGAAGTCAGCACCGTGGACAACGGCAACCTGCACACCTGGTGGCATGA 
                :::  ::    ::   :::  X:::: ::::: :::::::::::::: :::::::: :: 
 OKUSHIMA      CAAGGCAGAACGCGCCATCACAACCGTCGACAATGGCAACCTGCACACGTGGTGGCACGA 
                    490       500       510       520       530       540   
             180       190       200       210       220       230          
 SDX           CAACGGGGTCTTCAACACCGAAGGCCCCACCGGGGACAACGAGGTCCGCCGGTCGTCCTT 
               ::: :: :: :::: : : :     :: ::      :: :::::: :::::::::::::: 
 OKUSHIMA      CAATGGCGTTTTCAGCCCAGCCACTCCAACACAAAGCAGCGAGGTTCGCCGGTCGTCCTT 
                    550       560       570       580       590       600   
             240       250       260       270       280       290          
 SDX           CTACGACGTCCAGGTTGCGCAGGCAACGCAGCCTGACAAGGCGTACGACGCGTTCACGTA 
               :::::: :: :::::::: ::::: :  :::::  : :::   :::::::: ::::  :: 
 OKUSHIMA      CTACGATGTGCAGGTTGCCCAGGCTAATCAGCCGCAGAAGCTATACGACGCCTTCAGCTA 
                    610       620       630       640       650       660   
             300       310       320       330       340       350          
 SDX           CATGAGCATCCCCAGGAGCGGGAAGGGCAAGATCGGCTACACCAAGGAGGACGGCGCCGA 
               ::::::::: ::: : ::::: ::::::::::::::::::::  :::: :::::::: :: 
 OKUSHIMA      CATGAGCATTCCCCGCAGCGGAAAGGGCAAGATCGGCTACACAGAGGAAGACGGCGCTGA 
                    670       680       690       700       710       720   
             360       370       380       390       400       410          
 SDX           GTTCTCCTCCCAGGCGGGCCTGTCCATGAGCTGGGCCAGCTTCGAATATGCCAAGGACGT 
                ::::::::  : ::  : ::  : ::::::::: :::::::::: :: ::::::::::: 
 OKUSHIMA      ATTCTCCTCTGACGCCCGGCTTACGATGAGCTGGTCCAGCTTCGAGTACGCCAAGGACGT 
                    730       740       750       760       770       780   
             420       430       440       450       460       470          
 SDX           CTGGGTGGACGTCAATCTCAAGACCGGCCAGACCATCACATCGGCCGACCAGGTCCAGAT 
               ::::::::: :: :  ::    :: :: ::::::::: : :: ::::::::::::::::: 
 OKUSHIMA      CTGGGTGGAAGTGAGCCTGCGCACTGGACAGACCATCTCCTCAGCCGACCAGGTCCAGAT 
                    790       800       810       820       830       840   
             480       490       500       510       520       530          
 SDX           CCGGCCCAGCAGCTACAACTTCGAAAAACAGCTCGTGGACGCGGACACCGTAAAGATCAA 
               :::::: :::::::::::::: ::::: ::::::::::: :: ::::: :: :  ::::: 
 OKUSHIMA      CCGGCCGAGCAGCTACAACTTTGAAAAGCAGCTCGTGGATGCAGACACTGTCAGAATCAA 
                    850       860       870       880       890       900   
             540       550       560       570       580       590          
 SDX           GGTGCCATACTCTGACGCCGGATACCGGTTCTCGGTGGAGTTCGAGCCGCAGCTGTACAC 
               :::::: ::::::::::: :: ::: :::: ::::: :: :: ::::::::::: ::::: 
 OKUSHIMA      GGTGCCCTACTCTGACGCGGGCTACAGGTTTTCGGTCGAATTTGAGCCGCAGCTTTACAC 
                    910       920       930       940       950       960   
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             600       610       620       630       640       650          
 SDX           GGCGTACAACGACATGAGCGGCGACAGCGGCAAGCTCACCACCGAAGCCGAGGGCAACCG 
                :: ::::::::::::::::::::::::::::: :: :: ::::: :: :  :::::::: 
 OKUSHIMA      CGCCTACAACGACATGAGCGGCGACAGCGGCAAACTGACGACCGAGGCGGCCGGCAACCG 
                    970       980       990      1000      1010      1020   
             660       670       680       690       700       710          
 SDX           CGCCATCCACACTGAGCCTCGCAACTCGATGATGATCTTCGCCGAGCCCAAGCTCCGGGG 
                 :::::::::: ::::: ::::: ::::::::: :::::::::: :: ::::: ::::: 
 OKUSHIMA      GCCCATCCACACCGAGCCACGCAATTCGATGATGGTCTTCGCCGAACCGAAGCTTCGGGG 
                   1030      1040      1050      1060      1070      1080   
             720       730       740       750       760       770          
 SDX           CGAGCAGAAGGAGCGGCTGATTCCCACGGAGGAGTCAGGCAGCATCCACTACCCGGCCGA 
               :::::::::::: :: ::: : :: :: :: ::::: :::::::::::::: ::::     
 OKUSHIMA      CGAGCAGAAGGAACGACTGGTCCCGACAGAAGAGTCGGGCAGCATCCACTATCCGGAGCC 
                   1090      1100      1110      1120      1130      1140   
             780       790       800       810       820       830          
 SDX           AGGTGAGGTAACCAACCTCAACACCGTTACCGAAGACATCATCTACTTCAAGCCCGGCAC 
                :: :::::    ::::: ::: : :: : ::: :: ::::::::::::  ::::::::: 
 OKUSHIMA      CGGCGAGGTGCGGAACCTGAACTCGGTCAGCGAGGAAATCATCTACTTCCGGCCCGGCAC 
                   1150      1160      1170      1180      1190      1200   
             840       850       860       870       880       890          
 SDX           CTACAGCATGGGCTCGGACTACCATGCCGTCCTGCCGCCCAACGTCAAGTGGGTGTATCT 
               ::::::::::::: ::::::::::::: ::::::::  ::::::: :: ::::: ::::: 
 OKUSHIMA      CTACAGCATGGGCCCGGACTACCATGCAGTCCTGCCAGCCAACGTGAAATGGGTCTATCT 
                   1210      1220      1230      1240      1250      1260   
             900       910       920       930       940       950          
 SDX           GGCCCCAGGCGCCTACGTGAAGGGAGCCTTCCGGTTCTTCCACGACAACCAAAGCCAGTA 
               ::: ::::: ::::::::::::::::::::::::::: ::::::::: :::::::::::: 
 OKUSHIMA      GGCACCAGGGGCCTACGTGAAGGGAGCCTTCCGGTTCCTCCACGACACCCAAAGCCAGTA 
                   1270      1280      1290      1300      1310      1320   
             960       970       980       990      1000      1010          
 SDX           CAAGGTCACCGGCTATGGCGTCCTCTCCGGCGAGCAATACGTATACGAGGCGGACACGAA 
               :::::::::::: :: :::::::::::::::::::: ::::: ::::::::::: ::::: 
 OKUSHIMA      CAAGGTCACCGGATACGGCGTCCTCTCCGGCGAGCAGTACGTCTACGAGGCGGATACGAA 
                   1330      1340      1350      1360      1370      1380   
            1020      1030      1040      1050      1060      1070          
 SDX           CAACGATTACAACCATCTCAGCGGGGCGTCCAACTGCCACTCATCGTGCGTGAAGATGCT 
               ::::  :::: :::: :: ::::::::::::::::::::::: :: :: :: :::::::: 
 OKUSHIMA      CAACAGTTACCACCACCTGAGCGGGGCGTCCAACTGCCACTCGTCCTGTGTAAAGATGCT 
                   1390      1400      1410      1420      1430      1440   
            1080      1090      1100      1110      1120      1130          
 SDX           GCAGTTCGCGTCAGCCGACGCCGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTCACCATCAATGA 
               ::::::::: :: :::::::: :::::::::::::::::::::::::: ::  ::   :: 
 OKUSHIMA      GCAGTTCGCTTCCGCCGACGCGGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTTACAGTCGCCGA 
                   1450      1460      1470      1480      1490      1500   
            1140      1150      1160      1170      1180      1190          
 SDX           ACCGCCCTACCACTCGTTTGTGGTCTACGGGAACGAGCAGACCTTCCACATGAACGTGGA 
                :: :: :::::::: :: :::::::::::::::::::: :: ::::::::::::::::: 
 OKUSHIMA      GCCACCGTACCACTCCTTCGTGGTCTACGGGAACGAGCAAACATTCCACATGAACGTGGA 
                   1510      1520      1530      1540      1550      1560   
            1200      1210      1220      1230      1240      1250          
 SDX           GAACTACAAGCAGGTGGGCAGCTGGTACTGGCAAACGGACGGCATCGAGCTGTACAAGGG 
               ::::::::::::::::::::::::::::::::: :: :::::::::::::::::::: :: 
 OKUSHIMA      GAACTACAAGCAGGTGGGCAGCTGGTACTGGCAGACAGACGGCATCGAGCTGTACAAAGG 
                   1570      1580      1590      1600      1610      1620   
            1260      1270      1280      1290      1300      1310          
 SDX           CAGCAGCATGAAGAACACGTTCTTCAACTCCAACGACGACGTACTGAAGATGTACCACAG 
               ::::: :::::::::::::::::::::  ::::::::::::: ::::::::::: ::::: 
 OKUSHIMA      CAGCACCATGAAGAACACGTTCTTCAATGCCAACGACGACGTGCTGAAGATGTATCACAG 
                   1630      1640      1650      1660      1670      1680   
            1320      1330      1340      1350      1360      1370          
 SDX           CGACGTCACCATTGATAACACCGTGATCTGGAAAAACGAGAACGGACCCGTGGTCCAGTG 
                :: :::::::: :::::::: ::::::::::: ::::::::::: :::::: ::::::: 
 OKUSHIMA      TGATGTCACCATCGATAACACGGTGATCTGGAAGAACGAGAACGGCCCCGTGATCCAGTG 
                   1690      1700      1710      1720      1730      1740   
            1380      1390      1400      1410      1420      1430          
 SDX           GGGCTGGACGCCACGGAACATCGACAACGTGAACGTCACCAACACCTCGGTCATCCACAA 
               ::::::::::::::::::::: ::::::::::::::: :::::::: ::::::::::::: 
 OKUSHIMA      GGGCTGGACGCCACGGAACATTGACAACGTGAACGTCGCCAACACCACGGTCATCCACAA 
                   1750      1760      1770      1780      1790      1800   
            1440      1450      1460      1470      1480      1490          
 SDX           CCGGATGTACTGGAAGGACGTCAAGTACAACACTTGCATCTTCAATTCCTCCTCTCACTG 
               ::::::::: ::::::::::::::::::::::: :::::::::::::::::::: ::::: 
 OKUSHIMA      CCGGATGTATTGGAAGGACGTCAAGTACAACACCTGCATCTTCAATTCCTCCTCGCACTG 
                   1810      1820      1830      1840      1850      1860   
            1500      1510      1520      1530      1540      1550          
 SDX           GGAGGACATGGGATCCACCATCAAGGCGGACCCCACCACCACGGTCAAGAACATGTCGTT 
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               :::::::::::: ::::::: ::: ::::: :::: ::::::::: :::::::::  ::: 
 OKUSHIMA      GGAGGACATGGGTTCCACCACCAAAGCGGATCCCAACACCACGGTGAAGAACATGCGGTT 
                   1870      1880      1890      1900      1910      1920   
            1560      1570      1580      1590      1600      1610          
 SDX           CGAAAACTTCACGGTTGAGGGCATGGCCAACTGCGCCATCCGCGTCTACGCCCTGTCCAA 
               :::::::  : : :: :: :::::: : :::::::: ::::::::::: ::::::::: : 
 OKUSHIMA      CGAAAACACCGCCGTCGAAGGCATGACGAACTGCGCTATCCGCGTCTATGCCCTGTCCGA 
                   1930      1940      1950      1960      1970      1980   
            1620      1630      1640      1650      1660      1670          
 SDX           CACCGAGAACATCAACATCAAGAATCTCAAGATCGATAGCTGGAACGGACTCGACTGGAC 
               ::: :: :::::: ::::::::::: :::: :::: :  ::::::::: :: :: ::::: 
 OKUSHIMA      CACTGAAAACATCCACATCAAGAATTTCAACATCGGTGCCTGGAACGGGCTGGAATGGAC 
                   1990      2000      2010      2020      2030      2040   
            1680      1690      1700      1710      1720      1730          
 SDX           CTCCCAGGTCAGCCATCTCAAGCGCTACACCAACCCCGCCGGTGAAAAGGTGACCATCGG 
                :: ::::::::::: :::::::::::::::::: :::::::::: ::::: :: ::::: 
 OKUSHIMA      TTCACAGGTCAGCCACCTCAAGCGCTACACCAACTCCGCCGGTGAGAAGGTCACTATCGG 
                   2050      2060      2070      2080      2090      2100   
            1740      1750      1760      1770      1780      1790          
 SDX           CAACGAGGTTCCTGCCGGCAACGGCCTTGCCCTGGAGAACTACTCGATAGGCGGCGAAGT 
               :::::::::::: : ::::::::: :: ::::: :: ::::::::  : :::::: :::: 
 OKUSHIMA      CAACGAGGTTCCCGACGGCAACGGACTCGCCCTTGAAAACTACTCAGTGGGCGGCCAAGT 
                   2110      2120      2130      2140      2150      2160   
            1800      1810      1820      1830      1840      1850          
 SDX           AATCGAGAAATCTGCAGGCAACTGGGCCGACTACCGGCTGGGCCGGCTTGGCTTCGACGG 
                ::::::::  : :  :: :::: : : ::::::: ::: :::::::::::::::::::: 
 OKUSHIMA      CATCGAGAAGACCGGCGGAAACTCGTCAGACTACCAGCTCGGCCGGCTTGGCTTCGACGG 
                   2170      2180      2190      2200      2210      2220   
            1860      1870      1880      1890      1900   
 SDX           CGAGAACTGGGACAGCTGGAACGCGTTTAAGTCCACGCCCTAA 
               ::: :::::::: : ::::::::: :  :::::  : ::::X  
 OKUSHIMA      CGAAAACTGGGAAAACTGGAACGCCTGGAAGTCAGCTCCCTAG 
                   2230      2240      2250      2260      
 
6.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของยีน  sdx    และยีนไอโซมอลโตไทรโอ-เดกซ
แทรนเนสจาก Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999) 
 
DNASIS             *****  HOMOLOGY SEARCH LIST  *****             DATE 03-06-03 
*** INPUT INFORMATION *** 
FILE NAME : SDXHOM.SEQ           
SEQUENCE :   1902 BP;    479 A;    609 C;    525 G;    289 T. 
*** HOMOLOGY REGIONS REFERENCE ***      (     1- 1902 NORMAL ) 
NO. TARGET FILE  DEFINITION                                         INIT   OPT 
     MIZUNO.SEQ                                                      2956  3404 
 65.2% identity in 1921 bp overlap 
 
                       10        20        30        40        50        60 
 SDX           ATGCCCGGATCAGGGCTGACGCTACTAGCCAAAACCATCACCATCGCCGCAGCCACCGTG 
               ::::::    ::::::::: :: ::: ::   :::::::::::::::::  ::  ::  : 
 MIZUNO        ATGCCCACTACAGGGCTGAGGCAACTTGCACGAACCATCACCATCGCCGTCGCGGCCACG 
                1350      1360      1370      1380      1390      1400      
                       70        80        90              100       110    
 SDX           CTTGTGGGCAGCGGCGCTGCCATCCCGGCAC----AGGCCAC---CGGCAGCACGCCAGC 
               ::  : :: : ::: :: :: :: :::::::     :::: :   ::: :  :  ::: : 
 MIZUNO        CTGATTGGTACCGGTGCCGCAATACCGGCACAAGCCGGCCCCGACCGGAAAAATCCCACC 
                1410      1420      1430      1440      1450      1460      
                   120       130       140       150       160       170    
 SDX           TGACCCGAAGAAAGCCGCCGAAGTCAGCACCGTGGACAACGGCAACCTGCACACCTGGTG 
                 ::: :  : ::: ::::   ::   X:::: ::::   :: ::::::::::::::::: 
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 MIZUNO        AAACCTGTTG-AAGACGCCCCGGT---CACCGCGGACGTTGGAAACCTGCACACCTGGTG 
                1470       1480         1490      1500      1510      1520  
                   180       190       200       210       220       230    
 SDX           GCATGACAACGGGGTCTTCAACACCGAAGGCCCCACCGGGGACAACGAGGTCCGCCGGTC 
               ::: :::::::  :: : :::::: ::    ::::::: : ::   :: :::::::: :: 
 MIZUNO        GCACGACAACGCTGTTTACAACACTGACTCGCCCACCGAGAACGGTGAAGTCCGCCGCTC 
                    1530      1540      1550      1560      1570      1580  
                   240       250       260       270       280       290    
 SDX           GTCCTTCTACGACGTCCAGGTTGCGCAGGCAACGCAGCCTGACAAGGCGTACGACGCGTT 
                :::::::::::::: ::::: ::::::::    :: :: ::::::   : :::: : :: 
 MIZUNO        CTCCTTCTACGACGTGCAGGTCGCGCAGGCGCACCAACCGGACAAGTTCTTCGACTCATT 
                    1590      1600      1610      1620      1630      1640  
                   300       310       320       330       340       350    
 SDX           CACGTACATGAGCATCCCCAGGAGCGGGAAGGGCAAGATCGGCTACACCAAGGAGGACGG 
               : : ::::::::::: ::: : ::::: :: :: ::: :::::::::::::::::::::: 
 MIZUNO        CGCCTACATGAGCATTCCCCGCAGCGGCAAAGGAAAGGTCGGCTACACCAAGGAGGACGG 
                    1650      1660      1670      1680      1690      1700  
                   360       370       380       390       400       410    
 SDX           CGCCGAGTTCTCCTCCCAGGCGGGCCTGTCCATGAGCTGGGCCAGCTTCGAATATGCCAA 
               ::: :::::::::::: : ::   ::: :: ::::::::: :::::::::: :: :: :: 
 MIZUNO        CGCAGAGTTCTCCTCCGAAGCAAACCTCTCGATGAGCTGGTCCAGCTTCGAGTACGCGAA 
                    1710      1720      1730      1740      1750      1760  
                   420       430       440       450       460       470    
 SDX           GGACGTCTGGGTGGACGTCAATCTCAAGACCGGCCAGACCATCACATCGGCCGACCAGGT 
               :::::: ::::: :::::::  :: ::::: :: ::::::::::  :: :: ::  :::: 
 MIZUNO        GGACGTGTGGGTTGACGTCAGCCTGAAGACAGGGCAGACCATCAGCTCAGCGGATGAGGT 
                    1770      1780      1790      1800      1810      1820  
                   480       490       500       510       520       530    
 SDX           CCAGATCCGGCCCAGCAGCTACAACTTCGAAAAACAGCTCGTGGACGCGGACACCGTAAA 
                :::::::: :::::::: ::  ::::::: ::  ::::::: :: : ::::::: : :  
 MIZUNO        TCAGATCCGTCCCAGCAGTTATGACTTCGAGAAGAAGCTCGTCGATGAGGACACCATCAG 
                    1830      1840      1850      1860      1870      1880  
                   540       550       560       570       580       590    
 SDX           GATCAAGGTGCCATACTCTGACGCCGGATACCGGTTCTCGGTGGAGTTCGAGCCGCAGCT 
               ::::::::: :: ::::: :::::::::::::: ::::: :: :: ::::: :: ::::: 
 MIZUNO        GATCAAGGTTCCCTACTCGGACGCCGGATACCGTTTCTCCGTCGAATTCGACCCCCAGCT 
                    1890      1900      1910      1920      1930      1940  
                   600       610       620       630       640       650    
 SDX           GTACACGGCGTACAACGACATGAGCGGCGACAGCGGCAAGCTCACCACCGAAGCCGAGGG 
               ::: ::: : :::::::: :::  :::  ::::::: :: :::::::: :  :: ::::: 
 MIZUNO        GTATACGTCTTACAACGATATGTCCGGTAACAGCGGGAAACTCACCACTGTCGCTGAGGG 
                    1950      1960      1970      1980      1990      2000  
                   660       670       680       690       700       710    
 SDX           CAACCGCGCCATCCACACTGAGCCTCGCAACTCGATGATGATCTTCGCCGAGCCCAAGCT 
                :::::  : :: ::::: :::::    :::::::::::::::::::::::::: ::::: 
 MIZUNO        GAACCGGCCTATTCACACCGAGCCGATGAACTCGATGATGATCTTCGCCGAGCCGAAGCT 
                    2010      2020      2030      2040      2050      2060  
                   720       730       740       750       760       770    
 SDX           CCGGGGCGAGCAGAAGGAGCGGCTGATTCCCACGGAGGAGTCAGGCAGCATCCACTACCC 
               :: ::::::  :: :: :::: ::::: :: :       ::::::::::::::::::::: 
 MIZUNO        CCAGGGCGAAGAGGAGAAGCGCCTGATCCCGAACCCCTCGTCAGGCAGCATCCACTACCC 
                    2070      2080      2090      2100      2110      2120  
                   780       790       800       810       820       830    
 SDX           GGCCGAAGGTGAGGTAACCAACCTCAACACCGTTACCGAAGACATCATCTACTTCAAGCC 
                :  ::::: :: :: :   ::::::::::::: :::::::: ::::: ::::::::::: 
 MIZUNO        CGAAGAAGGGGAAGTGAAGGACCTCAACACCGTCACCGAAGAGATCATTTACTTCAAGCC 
                    2130      2140      2150      2160      2170      2180  
                   840       850       860       870       880       890    
 SDX           CGGCACCTACAGCATGGGCTCGGACTACCATGCCGTCCTGCCGCCCAACGTCAAGTGGGT 
               ::::::::::  ::::::::::::::: ::::: :: :: ::::::::::: :::::::: 
 MIZUNO        CGGCACCTACCACATGGGCTCGGACTATCATGCGGTACTTCCGCCCAACGTGAAGTGGGT 
                    2190      2200      2210      2220      2230      2240  
                   900       910       920       930       940       950    
 SDX           GTATCTGGCCCCAGGCGCCTACGTGAAGGGAGCCTTCCGGTTCTTCCACGACAACCAAAG 
                :: :: :: :: ::::: ::::::::::: :: ::::: :::::::::::::::::    
 MIZUNO        CTACCTTGCGCCTGGCGCGTACGTGAAGGGCGCGTTCCGCTTCTTCCACGACAACCAGGC 
                    2250      2260      2270      2280      2290      2300  
                   960       970       980       990      1000      1010    
 SDX           CCAGTACAAGGTCACCGGCTATGGCGTCCTCTCCGGCGAGCAATACGTATACGAGGCGGA 
                ::::::::::: :::::::: :: :: :::::::::::::: ::::: ::::::::::: 
 MIZUNO        ACAGTACAAGGTGACCGGCTACGGGGTGCTCTCCGGCGAGCAGTACGTCTACGAGGCGGA 
                    2310      2320      2330      2340      2350      2360  
                  1020      1030      1040      1050      1060      1070    
 SDX           CACGAACAACGATTACAACCATCTCAGCGGGGCGTCCAACTGCCACTCATCGTGCGTGAA 
               :::   :::: :::: ::    :::::::: :: :: :::::::::    : :::::::: 
 MIZUNO        CACCGCCAACAATTATAATGCCCTCAGCGGAGCCTCAAACTGCCACGTCACCTGCGTGAA 
                    2370      2380      2390      2400      2410      2420  
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                  1080      1090      1100      1110      1120      1130    
 SDX           GATGCTGCAGTTCGCGTCAGCCGACGCCGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTCACCAT 
                ::::: :::::::  ::  :  ::  ::  ::: :::: :::::::: ::::::::::: 
 MIZUNO        AATGCTTCAGTTCGAATCCTCTAACATCGGACAGCAGCTCGACCTGCAAGGCGTCACCAT 
                    2430      2440      2450      2460      2470      2480  
                  1140      1150      1160      1170      1180      1190    
 SDX           CAATGAACCGCCCTACCACTCGTTTGTGGTCTACGGGAACGAGCAGACCTTCCACATGAA 
               ::: ::::::::::::::::: :: :: :::::::   ::::           : ::    
 MIZUNO        CAACGAACCGCCCTACCACTCCTTCGTCGTCTACGCCCACGAAGGCGAAAAAGAGATAGG 
                    2490      2500      2510      2520      2530      2540  
                  1200      1210      1220      1230      1240        1250  
 SDX           CGTGGAGAACTACAAGCAGGTGGGCAGCTGGTACTGGCAAACGGACGGCA--TCGAGCT- 
               ::::::::::: :  :::  ::  :     : :::   :   :: :::::  : :  ::  
 MIZUNO        CGTGGAGAACTTC-CGCA--TGAACGTGGAGAACTACAAGCAGGTCGGCAGCTGGTACTG 
                    2550         2560      2570      2580      2590         
                     1260      1270      1280      1290      1300           
 SDX           GTACAAGGGCAGCAGCATGAAGAACACGTTCTTCAACTCCAACGACGACGTAC-TGAAGA 
               : : :  : : ::: :  :    ::  :  :  :: :   :: ::  :::: : : ::   
 MIZUNO        GCAGACAGACGGCATCGAGCTCTACCAGGGCGGCACCATGAA-GAACACGTTCTTCAACG 
                    2600      2610      2620      2630      2640       2650 
                 1310      1320      1330         1340       1350       1360 
 SDX           TGTACCACAGCGACGTCACCATTGATAACA---CCGTGATC-TGGA-AAAACGAGAACGG 
                : :: ::   :   : :  ::  :  :::    ::: : : : :: :: :::  ::    
 MIZUNO        CGAACGACGATGTGCTGAAGATGTACCACAGCGACGTCACCATCGATAACACGGTAATTT 
                     2660      2670      2680      2690      2700      2710        
                 1370      1380      1390      1400       1410      1420    
 SDX           ACCCGTGGTCCAGTGGGGCTGGACGCCACGGAACATCGACAACG-TGAACGTCACCAACA 
                          :  ::: : :    :::  :   :: :::: ::  :::: ::  ::::  
 MIZUNO        GGAAAAACGAGAACGGGCCCGTCATCCAATGGGGATGGACACCGCGGAACATCGACAACG 
                    2720      2730      2740      2750      2760      2770        
                  1430      1440      1450      1460      1470      1480    
 SDX           CCTCGGTCATCCACAACCGGATGTACTGGAAGGACGTCAAGTACAACACTTGCATCTTCA 
                    :::: : :::      :   :   ::   : :  : :  ::      ::  : :: 
 MIZUNO        TGAACGTCACCGACACAACCGTCATCCACAACCGCATGTACTGGAAAGACCCCAAGTACA 
                    2780      2790      2800      2810      2820      2830        
                  1490      1500      1510       1520      1530      1540   
 SDX           ATTCCTCCTCTCACTGGGAGGACATGGGA-TCCACCATCAAGGCGGACCCCACCACCACG 
               :  ::: :  ::        : ::: : : :       :: ::    : :  :::   :: 
 MIZUNO        ACACCTGC-ATCCTCAACTCGTCATCGCACTGGGAAGACATGGGTTCCACTGCCAAGGCG 
                    2840       2850      2860      2870      2880      2890       
                   1550      1560      1570      1580      1590      1600   
 SDX           GTCAAGAACATGTCGTTCGAAAACTTCACGGTTGAGGGCATGGCCAACTGCGCCATCCGC 
               : :  :::::   :  :  : ::: :     : ::   :::  :   :   : :::   : 
 MIZUNO        GACCCGAACACAACTGTGAAGAACATGCGATTCGAAAACATCACTGTCGAAGGCATGACC 
               2900      2910      2920      2930      2940      2950       
                   1610      1620      1630      1640      1650      1660   
 SDX           GTCTACGCCCTGTCCAACACCGAGAACATCAACATCAAGAATCTCAAGATCGATAGCTGG 
                 :: :::  ::   : :   :       :::::   ::::  :  :  :: : : :    
 MIZUNO        AACTGCGCAATGCGGATCTATGCCCTGTCCAACACTGAGAACATTCACGTCAAGAACCTC 
               2960      2970      2980      2990      3000      3010       
                   1670      1680      1690      1700      1710      1720   
 SDX           AACGGACTCGACTGGACCTCCCAGGTCAGCCATCTCAAGCGCTACACCAACCCCGCCGGT 
               : :     :  :::::    :  :: : :    ::  :  : :   ::: : :   :::: 
 MIZUNO        AGCATCGACAGCTGGAATGGCTTGGACTG--GACTTCACAGGTCAGCCACCTCAAGCGGT 
               3020      3030      3040        3050      3060      3070     
                   1730      1740      1750      1760      1770       1780  
 SDX           GAAAAGGTGACCATCGGCAACGAGGTTCCTGCCGGCAACGGCCTTGCCCTGGAGAAC-TA 
                : :      ::   ::: :  : ::  :   :::::: :   :  ::   :  :::    
 MIZUNO        -ACACCAACTCCGCAGGCGAAAAAGTCACCATCGGCAATGAGATCCCCGACGGTAACGGC 
                  3080      3090      3100      3110      3120      3130    
                         1790       1800      1810      1820      1830      
 SDX           CTCG-----ATAGGCGGCGAAGT-AATCGAGAAATCTGCAGGCAACTGGGCCGACTACCG 
               ::::       v  :  :  ^::     : :::::   : :  :: :  : :::: :: : 
 MIZUNO        CTCGCCCTCGAAAACTACTCGGTCGGAGGCGAAATAATC-GAGAAATCCGGCGACAACTG 
                  3140      3150      3160      3170       3180      3190   
                1840         1850      1860      1870      1880      1890   
 SDX           GCTGGGC---CGGCTTGGCTTCGACGGCGAGAACTGGGACAGCTGGAACGCGTTTAAGTC 
               :   : :     ::: ::   :  :::     :: : :: : :::: ::   :  ::  : 
 MIZUNO        GAACGACTACAAGCTCGGACGCCTCGGATTCGACGGCGAGAACTGGGACAGCTGGAACGC 
                   3200      3210      3220      3230      3240      3250   
                   1900   
 SDX           CACGCCCTAA 
               :          
 MIZUNO        CTGGAAATCC 
                   3260   
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7.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของโปรตีน SDX และเอนโดเดกซแทรนเนสจาก 
Arthrobacter globiformis สายพันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999) 
 
>gi|3023634|sp|P70744|DEXT_ARTGO   DEXTRANASE PRECURSOR (ALPHA-1,6-
GLUCAN-6-GLUCANOHYDROLASE) 
            (ENDODEXTRANASE) 
 gi|1655475|dbj|BAA13596.1|   endodextranase precursor [Arthrobacter globiformis] 
          Length = 640 
 Score = 1128 bits (2918), Expect = 0.0 
 Identities = 536/640 (83%), Positives = 578/640 (90%), Gaps = 7/640 (1%) 
 Frame = +2 
 
SDX:   482 MPGSGXXXXXXXXXXXXXXXXXGSGAAIPAQAT---GSTP-ADPKKAAE---VSTVDNGN  640 
           MPG+G                  +GA +PAQA    GSTP A P  + E   ++T +NGN 
OGUMA:   1 MPGTGLGRLAKHVTAAAAVFLISTGAVLPAQAETAPGSTPSAAPAASVEKHPITTANNGN   60 
 
SDX:   641 LHTWWHDNGVFNTEGPTGDNEVRRSSFYDVQVAQATQPDKAYDAFTYMSIPRSGKGKIGY  820 
           LHTWWHDNGVF+   PT  +EVRRSS YDV+VAQA QP KAYDAFTYMSIPRSGKGKIGY 
OGUMA:  61 LHTWWHDNGVFSPAAPTQSDEVRRSSLYDVRVAQANQPQKAYDAFTYMSIPRSGKGKIGY  120 
 
SDX:   821 TKEDGAEFSSQAGLSMSWASFEYAKDVWVDVNLKTGQTITSADQVQIRPSSYNFEKQLVD 1000 
           T+EDGAEFSS+AGL+MSW+SFEYAKDVWV+V+L+TGQTI+SADQVQIRPSSYNFEKQLVD 
OGUMA: 121 TEEDGAEFSSEAGLTMSWSSFEYAKDVWVEVSLRTGQTISSADQVQIRPSSYNFEKQLVD  180 
 
SDX:1001 ADTVKIKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAEGNRAIHTEPRNSMMIF 1180 
           ADTV+IKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAEGNR IHTEPRNSMM+F 
OGUMA: 181 ADTVRIKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAEGNRPIHTEPRNSMMVF  240 
 
SDX:  1181 AEPKLRGEQKERLIPTEESGSIHYPAEGEVTNLNTVTEDIIYFKPGTYSMGSDYHAVLPP 1360 
           AEPKLRGEQKERL+PT+ESGSIHYP  GEV NLN+V+ +IIYF+PGTYSMGSDYHAVLP  
OGUMA: 241 AEPKLRGEQKERLVPTQESGSIHYPEPGEVRNLNSVSAEIIYFRPGTYSMGSDYHAVLPA  300 
 
SDX:  1361 NVKWVYLAPGAYVKGAFRFFHDNQSQYKVTGYGVLSGEQYVYEADTNNDYNHLSGASNCH 1540 
           NVKWVYLAPGAYVKGAFRF HD QSQYKVTGYGVLSGEQYVYEADTNN YNHLSGASNCH 
OGUMA: 301 NVKWVYLAPGAYVKGAFRFLHDTQSQYKVTGYGVLSGEQYVYEADTNNSYNHLSGASNCH  360 
 
SDX:  1541 SSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVTINEPPYHSFVVYGNEQTFHMNVENYKQVGSWYWQTD 1720 
           SSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVT+ EPPYHSFVVYGNEQTFHMNVENYKQVGSWYWQTD 
OGUMA: 361 SSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVTVAEPPYHSFVVYGNEQTFHMNVENYKQVGSWYWQTD  420 
 
SDX:  1721 GIELYKGSSMKNTFFNSNDDVLKMYHSDVTIDNTVIWKNENGPVVQWGWTPRNIDNVNVT 1900 
           GIELY+GS+MKNTFFN+NDDVLKMYHSDV+IDNTV+WKNENGPVVQWGWTPRNIDNVNVT 
OGUMA: 421 GIELYQGSTMKNTFFNANDDVLKMYHSDVSIDNTVVWKNENGPVVQWGWTPRNIDNVNVT  480 
 
SDX:  1901 NTSVIHNRMYWKDVKYNTCIFNSSSHWEDMGSTIKADPTTTVKNMSFENFTVEGMANCAI 2080 
           NT+VIHNRMYWKDVKYNTCIFNSSSHWEDMGST KADP TTVKNM FEN TVEGM NCAI 
OGUMA: 481 NTTVIHNRMYWKDVKYNTCIFNSSSHWEDMGSTTKADPNTTVKNMRFENTTVEGMTNCAI  540 
 
SDX:  2081 RVYALSNTENINIKNLKIDSWNGLDWTSQVSHLKRYTNPAGEKVTIGNEVPAGNGLALEN 2260 
           RVYALS+TENI+IKN  I SWNGLDWTSQVSHLKRYTN AGEKVTIGNE+P GNGLA+EN 
OGUMA: 541 RVYALSDTENIHIKNFNIGSWNGLDWTSQVSHLKRYTNSAGEKVTIGNELPDGNGLAIEN  600 
 
SDX:  2261 YSIGGEVIEKSAGNWADYRLGRLGFDGENWDSWNAFKSTP 2380 
           YS+GG+VIEKS GNW+DY+LGRLGFDGENWDSWNA+KS P 
OGUMA: 601 YSVGGQVIEKSGGNWSDYQLGRLGFDGENWDSWNAWKSAP  640 
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8.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของโปรตีน SDX และเดกซแทรนเนสจาก 
Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8 (Okushima และคณะ, 1991) 
 
>gi|729316|sp|P39652|DEXT_ARTSP   DEXTRANASE PRECURSOR (ALPHA-1,6-
GLUCAN-6-GLUCANOHYDROLASE) 
            (ENDODEXTRANASE) 
 gi|98703|pir||JQ0878   dextranase (EC 3.2.1.11) precursor - Arthrobacter sp 
 gi|216215|dbj|BAA00708.1|   dextranase precursor [Arthrobacter sp.] 
          Length = 640 
 Score = 1110 bits (2870), Expect = 0.0 
 Identities = 527/640 (82%), Positives = 568/640 (88%), Gaps = 7/640 (1%) 
 Frame = +2 
 
SDX:   482  MPGSGXXXXXXXXXXXXXXXXXGSGAAIPAQATGSTPADP-------KKAAEVSTVDNGN 640 
            MPG+G                  + A +PAQA  +  A P       K    ++TVDNGN 
OKUSH:   1  MPGTGLGRLAKRMTAAAAVFFISTSAVLPAQAATAPAAAPPGVPAALKAERAITTVDNGN  60 
 
SDX:   641  LHTWWHDNGVFNTEGPTGDNEVRRSSFYDVQVAQATQPDKAYDAFTYMSIPRSGKGKIGY 820 
            LHTWWHDNGVF+   PT  +EVRRSSFYDVQVAQA QP K YDAF+YMSIPRSGKGKIGY 
OKUSH: 61   LHTWWHDNGVFSPATPTQSSEVRRSSFYDVQVAQANQPQKLYDAFSYMSIPRSGKGKIGY 120 
 
SDX:   821  TKEDGAEFSSQAGLSMSWASFEYAKDVWVDVNLKTGQTITSADQVQIRPSSYNFEKQLVD 
1000 
            T+EDGAEFSS A L+MSW+SFEYAKDVWV+V+L+TGQTI+SADQVQIRPSSYNFEKQLVD 
OKUSH: 121  TEEDGAEFSSDARLTMSWSSFEYAKDVWVEVSLRTGQTISSADQVQIRPSSYNFEKQLVD 180 
 
SDX:  1001 ADTVKIKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAEGNRAIHTEPRNSMMIF 1180 
           ADTV+IKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEA GNR IHTEPRNSMM+F 
OKUSH: 181 ADTVRIKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAAGNRPIHTEPRNSMMVF 240 
 
SDX:  1181 AEPKLRGEQKERLIPTEESGSIHYPAEGEVTNLNTVTEDIIYFKPGTYSMGSDYHAVLPP1360 
           AEPKLRGEQKERL+PTEESGSIHYP  GEV NLN+V+E+IIYF+PGTYSMG DYHAVLP  
OKUSH: 241 AEPKLRGEQKERLVPTEESGSIHYPEPGEVRNLNSVSEEIIYFRPGTYSMGPDYHAVLPA 300 
 
SDX:  1361 NVKWVYLAPGAYVKGAFRFFHDNQSQYKVTGYGVLSGEQYVYEADTNNDYNHLSGASNCH1540 
           NVKWVYLAPGAYVKGAFRF HD QSQYKVTGYGVLSGEQYVYEADTNN Y+HLSGASNCH 
OKUSH: 301 NVKWVYLAPGAYVKGAFRFLHDTQSQYKVTGYGVLSGEQYVYEADTNNSYHHLSGASNCH 360 
 
SDX:  1541 SSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVTINEPPYHSFVVYGNEQTFHMNVENYKQVGSWYWQTD1720 
           SSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVT+ EPPYHSFVVYGNEQTFHMNVENYKQVGSWYWQTD 
OKUSH: 361 SSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVTVAEPPYHSFVVYGNEQTFHMNVENYKQVGSWYWQTD 420 
 
SDX:  1721 GIELYKGSSMKNTFFNSNDDVLKMYHSDVTIDNTVIWKNENGPVVQWGWTPRNIDNVNVT1900 
           GIELYKGS+MKNTFFN+NDDVLKMYHSDVTIDNTVIWKNENGPV+QWGWTPRNIDNVNV  
OKUSH: 421 GIELYKGSTMKNTFFNANDDVLKMYHSDVTIDNTVIWKNENGPVIQWGWTPRNIDNVNVA 480 
 
SDX:  1901 NTSVIHNRMYWKDVKYNTCIFNSSSHWEDMGSTIKADPTTTVKNMSFENFTVEGMANCAI2080 
           NT+VIHNRMYWKDVKYNTCIFNSSSHWEDMGST KADP TTVKNM FEN  VEGM NCAI 
OKUSH: 481 NTTVIHNRMYWKDVKYNTCIFNSSSHWEDMGSTTKADPNTTVKNMRFENTAVEGMTNCAI 540 
 
SDX:  2081 RVYALSNTENINIKNLKIDSWNGLDWTSQVSHLKRYTNPAGEKVTIGNEVPAGNGLALEN2260 
           RVYALS+TENI+IKN  I +WNGL+WTSQVSHLKRYTN AGEKVTIGNEVP GNGLALEN 
OKUSH: 541 RVYALSDTENIHIKNFNIGAWNGLEWTSQVSHLKRYTNSAGEKVTIGNEVPDGNGLALEN 600 
 
SDX:  2261 YSIGGEVIEKSAGNWADYRLGRLGFDGENWDSWNAFKSTP 2380 
           YS+GG+VIEK+ GN +DY+LGRLGFDGENW++WNA+KS P 
OKUSH: 601 YSVGGQVIEKTGGNSSDYQLGRLGFDGENWENWNAWKSAP  640 
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9.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของโปรตีน SDX และไอโซมอลโตไทรโอเดกซ  แท
รนเนสจาก Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999) 
 
>gi|11282023|pir||JC7142   dextranase (EC 3.2.1.11) - Brevibacterium fuscum var. 
dextranlyticum 
 gi|4586452|dbj|BAA76382.1|   isomaltotrio-dextranase precusor [Brevibacterium fuscum 
var. dextranlyticum] Length = 641 
 Score = 1078 bits (2788), Expect = 0.0 
 Identities = 512/642 (79%), Positives = 563/642 (87%), Gaps = 9/642 (1%) 
 Frame = +2 
 
SDX:   482  MPGSGXXXXXXXXXXXXXXXXXGSGAAIPAQATGSTPADPKKAAEVS--TVDNGNLHTWW 655 
            MP +G                 G+GAAIPAQA G    +P K  E +  T D GNLHTWW 
MIZUN:   1  MPTTGLRQLARTITIAVAATLIGTGAAIPAQA-GPDRKNPTKPVEDAPVTADVGNLHTWW  59 
 
SDX:   656  HDNGVFNTEGPTGDNEVRRSSFYDVQVAQATQPDKAYDAFTYMSIPRSGKGKIGYTKEDG 835 
            HDN V+NT+ PT + EVRRSSFYDVQVAQA QPDK +D+F YMSIPRSGKGK+GYTKEDG 
MIZUN:  60  HDNAVYNTDSPTENGEVRRSSFYDVQVAQAHQPDKFFDSFAYMSIPRSGKGKVGYTKEDG 119 
 
SDX:   836  AEFSSQAGLSMSWASFEYAKDVWVDVNLKTGQTITSADQVQIRPSSYNFEKQLVDADTVK1015 
            AEFSS+A LSMSW+SFEYAKDVWVDV+LKTGQTI+SAD+VQIRPSSY+FEK+LVD DT++ 
MIZUN: 120  AEFSSEANLSMSWSSFEYAKDVWVDVSLKTGQTISSADEVQIRPSSYDFEKKLVDEDTIR 179 
 
SDX:  1016  IKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAEGNRAIHTEPRNSMMIFAEPKL1195 
            IKVPYSDAGYRFSVEF+PQLYT+YNDMSG+SGKLTT AEGNR IHTEP NSMMIFAEPKL 
MIZUN: 180  IKVPYSDAGYRFSVEFDPQLYTSYNDMSGNSGKLTTVAEGNRPIHTEPMNSMMIFAEPKL 239 
 
SDX:  1196  RGEQKERLIPTEESGSIHYPAEGEVTNLNTVTEDIIYFKPGTYSMGSDYHAVLPPNVKWV1375 
            +GE+++RLIP   SGSIHYP EGEV +LNTVTE+IIYFKPGTY MGSDYHAVLPPNVKWV 
MIZUN: 240  QGEEEKRLIPNPSSGSIHYPEEGEVKDLNTVTEEIIYFKPGTYHMGSDYHAVLPPNVKWV 299 
 
SDX:  1376  YLAPGAYVKGAFRFFHDNQSQYKVTGYGVLSGEQYVYEADTNNDYNHLSGASNCHSSCVK1555 
            YLAPGAYVKGAFRFFHDNQ+QYKVTGYGVLSGEQYVYEADT N+YN LSGASNCH +CVK 
MIZUN: 300  YLAPGAYVKGAFRFFHDNQAQYKVTGYGVLSGEQYVYEADTANNYNALSGASNCHVTCVK 359 
 
SDX:  1556  MLQFASADAEQKLDLQGVTINEPPYHSFVVYGNE-------QTFHMNVENYKQVGSWYWQ1714 
            MLQF S++  Q+LDLQGVTINEPPYHSFVVY +E       + F MNVENYKQVGSWYWQ 
MIZUN: 360  MLQFESSNIGQQLDLQGVTINEPPYHSFVVYAHEGEKEIGVENFRMNVENYKQVGSWYWQ 419 
 
SDX:  1715  TDGIELYKGSSMKNTFFNSNDDVLKMYHSDVTIDNTVIWKNENGPVVQWGWTPRNIDNVN1894 
            TDGIELY+G +MKNTFFN+NDDVLKMYHSDVTIDNTVIWKNENGPV+QWGWTPRNIDNVN 
MIZUN: 420  TDGIELYQGGTMKNTFFNANDDVLKMYHSDVTIDNTVIWKNENGPVIQWGWTPRNIDNVN 479 
 
SDX:  1895  VTNTSVIHNRMYWKDVKYNTCIFNSSSHWEDMGSTIKADPTTTVKNMSFENFTVEGMANC2074 
            VT+T+VIHNRMYWKD KYNTCI NSSSHWEDMGST KADP TTVKNM FEN TVEGM NC 
MIZUN: 480  VTDTTVIHNRMYWKDPKYNTCILNSSSHWEDMGSTAKADPNTTVKNMRFENITVEGMTNC 539 
 
SDX:  2075  AIRVYALSNTENINIKNLKIDSWNGLDWTSQVSHLKRYTNPAGEKVTIGNEVPAGNGLAL2254 
            A+R+YALSNTENI++KNL IDSWNGLDWTSQVSHLKRYTN AGEKVTIGNE+P GNGLAL 
MIZUN: 540  AMRIYALSNTENIHVKNLSIDSWNGLDWTSQVSHLKRYTNSAGEKVTIGNEIPDGNGLAL 599 
 
SDX:  2255  ENYSIGGEVIEKSAGNWADYRLGRLGFDGENWDSWNAFKSTP 2380 
            ENYS+GGE+IEKS  NW DY+LGRLGFDGENWDSWNA+KSTP 
MIZUN: 600  ENYSVGGEIIEKSGDNWNDYKLGRLGFDGENWDSWNAWKSTP  641 

 
 
 



 91

10.  การหาบริเวณอนรุักษของเดกซแทรนเนสดวยโปรแกรม CLUSTAL X  
 

Arthro-1 คือ ลําดับกรดอะมิโนของเอนโดเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพนัธุ CB-8 
(Okushima และคณะ, 1991)    

Arthro-2 คือ ลําดับกรดอะมิโนของเอนโดเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter globiformis สายพนัธุ 
T-3044 (Oguma และคณะ, 1999)    

SDX  คือ ลําดับกรดอะมิโนของเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 (ผลจาก
งานวิจยันี)้      

IMTD   คือ ลําดับกรดอะมิโนของไอโซมอลโตไทรโอ-เดกซแทรนเนสจาก Brevibacterium fuscum 
var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999)    

Penicillium คือ ลําดบักรดอะมิโนของเอนโดเดกซแทรนเนสจาก Penicillium minioluteum 
(Garcia และคณะ, 1996)    

IPUA คือ ลําดับกรดอะมิโนของไอโซพูลลูแลนเนสจาก Aspergillus niger (Aoki และ Sakano, 
1997) 

I-VII คือ บริเวณอนุรักษ 7 บริเวณของโปรตีนทั้ง 6 ชนิด 
 
Arthro-1     1    MPGTGLGRLAKRMTAAAAVFFISTSAVLPAQAATAPAAAPPGVPAALKAERAITTVDNGN 
Arthro-2     1    MPGTGLGRLAKHVTAAAAVFLISTGAVLPAQAETAPGSTPSAAPAASVEKHPITTANNGN 
SDX          1    MPGSGLTLLAKTITIAAATVLVGSGAAIPAQATGS-------TPADPKKAAEVSTVDNGN 
IMTD         1    MPTTGLRQLARTITIAVAATLIGTGAAIPAQAGPD-----RKNPTKPVEDAPVT-ADVGN 
Penicillium  1    -----MATMLKLLALTLAISESAIGAVMHPPGNSHP---------GTHMGTTNNTHCGAD 
IPUA         1    -----MRSTGYLLTLSAAFQVAQAAVTAN---NSQ------------------------- 
                       :      :: : *      ...                                  
 
                       I 
 
Arthro-1     61   LHTWWHDNGVFSPATPTQSSEVRRSSFYDVQVAQANQPQ-KLYDAFSYMSIPRSGKGKIG 
Arthro-2     61   LHTWWHDNGVFSPAAPTQSDEVRRSSLYDVRVAQANQPQ-KAYDAFTYMSIPRSGKGKIG 
SDX          54   LHTWWHDNGVFNTEGPTGDNEVRRSSFYDVQVAQATQPD-KAYDAFTYMSIPRSGKGKIG 
IMTD         55   LHTWWHDNAVYNTDSPTENGEVRRSSFYDVQVAQAHQPD-KFFDSFAYMSIPRSGKGKVG 
Penicillium  47   FCTWWHDSGEINTQTPVQPGNVRQSHKYSVQVS--LAGTNNFHDSFVYESIPRNGNGRIY 
IPUA         28   LLTWWHNTGEINTQTPVADGNVRQSGLYSVKVQTTPASSSLYYDSFVYLAIPGNG----- 
                  : ****:..  ..  *.  .:**:*  *.*:*          .*:* * :** .*      
 
Arthro-1     119  ------------YTEEDGAEFSSDARLTMSWSSFEYAKDVWVEVSLRTGQTISSADQVQI 
Arthro-2     119  ------------YTEEDGAEFSSEAGLTMSWSSFEYAKDVWVEVSLRTGQTISSADQVQI 
SDX          112  ------------YTKEDGAEFSSQAGLSMSWASFEYAKDVWVDVNLKTGQTITSADQVQI 
IMTD         113  ------------YTKEDGAEFSSEANLSMSWSSFEYAKDVWVDVSLKTGQTISSADEVQI 
Penicillium  105  APTDPPNSNTLDSSVDDGISIEPSIGLNMAWSQFEYSHDVDVKILATDGSSLGSPSDVVI 
IPUA         82   --------------MSDQLQYTQGYNQTQAWTSFLYSHDATVKISRN-GSSAN--SNVVI 
                                 .*  .       . :*:.* *::*. *.:    *.:    .:* * 
 
                                                  II   
 
Arthro-1     168  RPSSYNFEKQLVDADTVRIKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAAGNR 
Arthro-2     168  RPSSYNFEKQLVDADTVRIKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAEGNR 
SDX          161  RPSSYNFEKQLVDADTVKIKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAEGNR 
IMTD         162  RPSSYDFEKKLVDEDTIRIKVPYSDAGYRFSVEFDPQLYTSYNDMSGNSGKLTTVAEGNR 
Penicillium  165  RPVSISYAISQSDDGGIVIRVPADANGRKFSVEFKTDLYTFLSDGN------EYVTSGGS 
IPUA         126  RPTSLNFPVR-YDNQSVYITVPYSPTGYRFSVEFDDDLISLAPSG--------------- 
                  ** * .:     *   : * ** .  * :*****. :* :   .                 
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Arthro-1     228  PIHTEPRNSMMVFAEPKLRGEQKERLVPTEESGSIHYPEPGEVRNLNSVSEEIIYFRPGT 
Arthro-2     228  PIHTEPRNSMMVFAEPKLRGEQKERLVPTQESGSIHYPEPGEVRNLNSVSAEIIYFRPGT 
SDX          221  AIHTEPRNSMMIFAEPKLRGEQKERLIPTEESGSIHYPAEGEVTNLNTVTEDIIYFKPGT 
IMTD         222  PIHTEPMNSMMIFAEPKLQGEEEKRLIPNPSSGSIHYPEEGEVKDLNTVTEEIIYFKPGT 
Penicillium  219  VVGVEPTNALVIFASPFLPSG----MIPHMTPDNTQTMTPGPINNGDWGAKSILYFPPGV 
IPUA         169  --ARQPENALLIFASPFENSS----TKPQPGSPNSIAPAPGRVLGLNTTSASTVVFNPGV 
                      :* *::::**.*   .       *   . .      * : . :  : . : * **. 
 
                                                  III                       IV 
 
Arthro-1     288  YSMG----------PDYHAVLPANVKWVYLAPGAYVKGAFRFLHDTQSQYKVTGYGVLSG 
Arthro-2     288  YSMG----------SDYHAVLPANVKWVYLAPGAYVKGAFRFLHDTQSQYKVTGYGVLSG 
SDX          281  YSMG----------SDYHAVLPPNVKWVYLAPGAYVKGAFRFFHDNQSQYKVTGYGVLSG 
IMTD         282  YHMG----------SDYHAVLPPNVKWVYLAPGAYVKGAFRFFHDNQAQYKVTGYGVLSG 
Penicillium  275  YWMNQDQSGNSGKLGSNHIRLNSNTYWVYLAPGAYVKGAIEYF--TKQNFYATGHGILSG 
IPUA         224  YYFT----------GHDHMVLSSSVTWVYFAPGAYVKGAVEFLS-TASEVKASGHGVLSG 
                  * :              *  * ... ***:*********..::  .  :  .:*:*:*** 
 
 
Arthro-1     338  EQYVYEADTNNSYHHLSGASNCHSSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVTVAEPPYHSFVVYG 
Arthro-2     338  EQYVYEADTNNSYNHLSGASNCHSSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVTVAEPPYHSFVVYG 
SDX          331  EQYVYEADTNNDYNHLSGASNCHSSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVTINEPPYHSAVVYG 
IMTD         332  EQYVYEADTANNYNALSGASNCHVTCVKMLQFESSNIGQQLDLQGVTINEPPYHSFVVYA 
Penicillium  333  ENYVYQANAGDNYIAVK-SDSTS---LRMWWHNNLGGGQTWYCVGPTINAPPFNTMDFNG 
IPUA         273  EQYVWYADPDEGYQKASGANNNG---LRMWRGTLGNSSQTFVLNGVTVSAPPFNSMDWSG 
                  *:**: *:. :.*   . :..     ::*      .  *     * *:  **:::    . 
 
                                             V                         VI 
 
Arthro-1     398  NE-------QTFHMNVENYKQVGSWYWQTDGIELYKGSTMKNTFFNANDDVLKMYHSDVT 
Arthro-2     398  NE-------QTFHMNVENYKQVGSWYWQTDGIELYQGSTMKNTFFNANDDVLKMYHSDVS 
SDX          391  NE-------QTFHMNVENYKQVGSWYWQTDGIELYKGSSMKNTFFNSNDDVLKMYHSDVT 
IMTD         392  HEGEKEIGVENFRMNVENYKQVGSWYWQTDGIELYQGGTMKNTFFNANDDVLKMYHSDVT 
Penicillium  389  NSG--------ISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVVHDVFWHVNDDAIKIYYSGAS 
IPUA         330  NSLD------LITCRVDDYKQVGAFYGQTDGLEMYPGTILQDVFYHTDDDGLKMYYSNVT 
                  :.         :  .:.:*****::: **** *:* .  :::.*:: :** :*:*:*..: 
 
                                   VII 
 
Arthro-1     451  IDNTVIWKNENGPVIQWGWTPRNIDNVNVANTTVIHNRMYWKDVK---YNTCIFNSSSHW 
Arthro-2     451  IDNTVVWKNENGPVVQWGWTPRNIDNVNVTNTTVIHNRMYWKDVK---YNTCIFNSSSHW 
SDX          444  IDNTVIWKNENGPVVQWGWTPRNIDNVNVTNTSVIHNRMYWKDVK---YNTCIFNSSSHW 
IMTD         452  IDNTVIWKNENGPVIQWGWTPRNIDNVNVTDTTVIHNRMYWKDPK---YNTCILNSSSHW 
Penicillium  441  VSRATIWKCHNDPIIQMGWTSRDISGVTIDTLNVIHTRYIKSET------VVPSAIIGAS 
IPUA         384  ARNIVMWKESVAPVVEFGWTPRNTENVLFDNVDVIHQAYANAGNNPGIFGAVNNYLYAPD 
                    . .:**    *::: ***.*: ..* .    ***              .      .   
 
Arthro-1     508  EDMGSTTKADPNTTVKNMRFENTAVEGMTNCAIRVYALSDTENIHIKNFNIGAWNGLEWT 
Arthro-2     508  EDMGSTTKADPNTTVKNMRFENTTVEGMTNCAIRVYALSDTENIHIKNFNIGSWNGLDWT 
SDX          501  EDMGSTIKADPTTTVKNMSFENFTVEGMANCAIRVYALSNTENINIKNLKIDSWNGLDWT 
IMTD         509  EDMGSTAKADPNTTVKNMRFENITVEGMTNCAMRIYALSNTENIHVKNLSIDSWNGLDWT 
Penicillium  495  PFYASGMSPDSRKSIS-MTVSNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVVKNVAFPDG----LQ 
IPUA         444  GLSSNHSTGNSNMTVRNITWSNFRAEGSSSALFRINPIQNLDNISIKNVSIES-----FE 
                     ..  . :.  ::  :  .*   **   . :*: .:.: .*: :**. :          
 
Arthro-1     568  SQVSHLKRYTNSAGEKVTIGNEVPDGNGLALENYSVGGQVIEKTGGNSSDYQLGRLG-FD 
Arthro-2     568  SQVSHLKRYTNSAGEKVTIGNELPDGNGLAIENYSVGGQVIEKSGGNWSDYQLGRLG-FD 
SDX          561  SQVSHLKRYTNPAGEKVTIGNEVPAGNGLALENYSIGGEVIEKSAGNWADYRLGRLG-FD 
IMTD         569  SQVSHLKRYTNSAGEKVTIGNEIPDGNGLALENYSVGGEIIEKSGDNWNDYKLGRLG-FD 
Penicillium  550  TNSIGTGESIIPAASGLTMG--------LNISNWTVGGQKVT--MENFQANSLGQFN-ID 
IPUA         499  PLSINTTESWMPVWYDLNNGKQITVTD-FSIEGFTVGNTTIT--ASN--AASVGRIDGVD 
                  .      .   ..   :. *        : :..:::*.  :     *     :*::. .* 
 
Arthro-1     627  GENWENWNAWKSAP 
Arthro-2     627  GENWDSWNAWKSAP 
SDX          620  GENWDSWNAAKSTP 
IMTD         628  GENWDSWNAWKSTP 
Penicillium  599  GSYWGEWQIS---- 
IPUA         554  PAYAGSVHYID--- 
                       . :       
 



ภาคผนวก ง 
 

พลาสมิดพาหะ 
 

1. พลาสมิด pGEM-7Zf(+/-) 
 

 
2. พลาสมิด pGEM-5Zf(+/-) 
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3.   พลาสมดิ pGEM-5Zf(+/-) 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวสุทธิรักษ  ตัง้จิตพนิิจการ  เกิดเมื่อวันที่ 20 ธันวาคม พ.ศ. 2521  ที่จงัหวัด
กรุงเทพมหานคร  สาํเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาจุลชีววทิยา  ภาควิชาจุล
ชีววทิยา  คณะวิทยาศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2541  และเขารับ
การศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑติ  สาขาจลุชีววทิยาทางอุตสาหกรรม  ภาควิชาจุล
ชีววทิยา  คณะวิทยาศาสตร  จฬุาลงกรณมหาวิทยาลยั  ในปการศึกษา 2542 
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