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Laccase gene of Agrocybe sp. CU43 was cloned and expressed in E. coli. 

Agrocybe sp.CU43 was cultured in N-limit media containing 500 ppm fluorene and 

total RNA was extracted from dry mycelia harvested at day 21 which gave 11 1.1 1 

U/ml of laccase activity. First strand cDNA was synthesized and used as template for 

cDNA of laccase gene amplification by PCR using lacC-F1 Lb8: lacC-R5 primers. 

PCR product obtained was 1,584 bp and was cloned into p ~ ~ ~ @ - ~  easy vector. The 

recombinanant plasmid was designated as pTTLC. plTLC was used as a template to 

amplify laccase gene with and without fungal signal sequence. The PCR products 

were cloned into pET2126-4 vector for expressing in E. coli Rosetta-Gami B (DE3) 

pLysS. Laccase bene was expressed under the control of T7 promoter, the 5' end 

was adjacent to pelB coding sequence, and the 3' end was fused with six His Tag 

coding sequences. Transformants cultured on LB agar supplemented with guaiacol 

did not show any laccase activity. Selected transformants without signal sequence of 

fungi were cultured in LB liquid medium and induced by IPTG. SDS PAGE of 

insoluble protein extracted by denature condition revealed additional protein band at 

approximately 55 KDa. The optimum conditions for recombinant laccase expression 

are cultivation at 37' C with 400 pM IPTG induction for 3 hours. Affinity column 

chromatography followed by stepwise refolding method generated 228.51 pg/ml of 

protein with no laccase activity and was not able to degrade fluorene. 
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บทที� 1 
 

บทนํา 
 

สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน หรือ Polycyclic Aromatic 
Hydrocarbons (PAHs) คือ สารประกอบที�เกิดจากการรวมตวักนัของวงแหวนอะโรมาติกตั /งแต่
สองวงขึ /นไป  PAHs ที�มีการปนเปื/อนในสิ�งแวดล้อมมีแหล่งที�มาจากการเผาไหม้ที�ไม่สมบรูณ์ของ
นํ /ามนัเชื /อเพลิง  เป็นสารที�เกิดขึ /นในระหวา่งกระบวนการผลิตของโรงงานอตุสาหกรรมหรือแม้แต
การปรุงอาหาร (Cerniglia, 1992; Piskonen และ Itavaara, 2004)  มีรายงานว่า PAHs เป็นสารที�
มีพิษและย่อยสลายได้ยากในสิ�งแวดล้อม อีกทั /งยังก่อให้เกิดผลเสียต่อสุขภาพคือ เป็นสารที�
ก่อให้เกิดมะเร็งและก่อให้เกิดการกลายพนัธุ์ได้ (Kanaly และ Harayama, 2000)  ดงันั /นจึงมีความ
จําเป็นในการบําบดั PAHs ออกจากสิ�งแวดล้อม  วิธีที�มีประสิทธิภาพในการย่อยสลาย PAHs วิธี
หนึ�งคือ การยอ่ยสลายโดยจลุินทรีย์ ซึ�งราโดยเฉพาะราไวท์รอทเป็นจลุินทรีย์ที�มีการนํามาศกึษาถึง
การย่อยสลายสาร PAHs อย่างกว้างขวาง เนื�องจากราในกลุ่มนี /สามารถผลิตแลกเคสซึ�งเป็น
เอนไซม์ที� มีการรายงานว่าเป็นเอนไซม์หลักที� เกี� ยวข้องในกระบวนการย่อยสลาย PAHs 
(Zumarraga และคณะ, 2007)  

แลกเคส (เบนซีนไดออล : ออกซิเจนออกซิโดรีดกัเทส ; EC1.10.3.2) คือ มลัติคอปเปอร์
ออกซิเดสซึ�งประกอบด้วยคอปเปอร์จํานวน 4 อะตอมตอ่โมเลกลุเอนไซม์  แลกเคสสามารถกระตุ้น
ให้เกิดการออกซิไดส์อิเล็กตรอนหนึ�งตวัจากสารประกอบฟีนอล อะนิลีน และอะโรมาติกไธออล ทํา
ให้ได้สารอยูใ่นรูปอนมุลูอิสระไปพร้อมกบัเกิดการรีดิวซ์โมเลกลุของออกซิเจนไปเป็นนํ /า (Galhaup 
และ Haltrich, 2001; Camarero และคณะ, 2005)  โดยทั�วไปแล้วแลกเคสมกัประกอบด้วย
กรดอะมิโน 520-550 หมู่  มีนํ /าหนกัโมเลกลุอยูใ่นชว่ง 60-80 กิโลดาลตนั  มีการไกลโคซิเลท 15-
20 เปอร์เซ็นต์ ขึ /นอยูก่บันํ /าหนกัโมเลกลุของแลกเคส (Thurston, 1994)  คา่ pI 3-5  มีประมาณ 1-
8 ไอโซไซม์ (Baldrian, 2006)  คา่ pH ที�เหมาะสมอยู่ในช่วง 3-6 ขึ /นอยู่กับชนิดของสบัสเตรต 
(Bollag และ Leonowicz, 1984) และมีความเสถียรที�อณุหภูมิประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส 
(Record และคณะ, 2002)  แลกเคสจะถกูผลิตขึ /นภายในเซลล์ของสิ�งมีชิวิต จากนั /นจะหลั�งออก
และสะสมที�บริเวณด้านนอกของเซลล์เป็นหลกั ซึ�งการผลิตเอนไซม์อาจอยู่ในรูปแบบที�มีการผลิต
ตลอดเวลาหรือรูปแบบที�ได้รับการชกันําก็ได้ (Record และคณะ, 2002; Mougin และคณะ, 
2003)  เอนไซม์แลกเคสมีความสามารถในการออกซิไดส์สับสเตรตได้หลากหลายชนิด เช่น 



2 
 

สารประกอบฟีนอล ได้แก่ ฟีนอล หรือ อะโรมาติกเอมีน และจะสามารถย่อยสารประกอบที�ไม่ใช ่
ฟีนอลได้ในกรณีที�มีสารจําพวกมีเดียเอเตอร์ที�เหมาะสม (Dantan-Gonzalez และคณะ, 2008)  
จากความสามารถนี /จึงมีการประยุกต์ใช้แลกเคสอย่างกว้างขวางทั /งทางด้านอุตสาหกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพ เช่น อุตสาหกรรมการฟอกกระดาษและผลิตเยื�อกระดาษ  การผลิตเอทานอล  
การบําบดัสารพิษในสิ�งแวดล้อม  อุตสาหกรรมไวน์  และด้านการแพทย์ เป็นต้น (Mayer และ 
Staples, 2002)   

แลกเคสผลิตได้โดยราหลายชนิด โดยรากลุม่หลกัที�สามารถผลิตแลกเคสได้คือ ราไวท์รอท 
เช่น Phlebia tremellosa และ Trametes versicolor เป็นต้น (Jolivalt และคณะ, 2005)  แต่
อยา่งไรก็ตามเอนไซม์จากรามกัผลิตขึ /นในระดบัตํ�าและอาศยัระยะเวลาในการผลิตที�นาน ทําให้ไม่
เพียงพอกับความต้องการในการนําไปใช้ในระดับอุตสาหกรรม  นอกจากนี /ในบางกรณียัง
จําเป็นต้องชกันําเพื�อให้เกิดการผลิตด้วย  เพื�อแก้ไขปัญหาดงักล่าวจึงมีการโคลนยีนแลกเคสจาก
ราและแสดงออกในสิ�งมีชีวิตชนิดอื�น เช่น ยีสต์ ราสายใย หรือ แบคทีเรีย (Lu และคณะ, 2009)  
โดยเฉพาะอย่างยิ�งการโคลนและการแสดงออกยีนแลกเคสจากราในแบคทีเรีย Escherichia coli  
เนื�องจากมีข้อดีในหลายๆ ด้าน ได้แก่ ในระบบการแสดงออกใน E. coli นั /นมีเวกเตอร์ที�ใช้ในการ
แสดงออกให้เลือกใช้จํานวนมาก และให้ความหนาแน่นของเซลล์สงูในกระบวนการหมกั สามารถ
แสดงออกโปรตีนที�ต้องการโดยไม่ต้องมีการชกันํา หรือมีการชกันําให้เกิดการแสดงออกโดยการใช้
สารที�มีราคาถูก รวมทั /งสามารถผลิตโปรตีนที�ต้องการได้ภายในเวลาที�รวดเร็ว (Lu และคณะ, 
2009)  ในการแสดงออกของโปรตีนจากสิ�งมีชีวิตอื�นใน E. coli นั /นมีปัจจยัที�ต้องคํานึงถึงหลกัใหญ่
อยู่ด้วยกัน 2 ข้อ คือ เวกเตอร์ที�ใช้เพื�อการแสดงออกและสายพันธุ์ของเซลล์เจ้าบ้าน E. coli  
เพื�อให้เหมาะสมต่อการแสดงออกของโปรตีนจากสิ�งมีชีวิตอื�น (Sorensen และ Mortensen, 
2005)  จนถึงปัจจุบนัมีการโคลนจีโนมิกดีเอ็นเอและ cDNA ของยีนแลกเคสจากราในกลุ่ม 
Basidiomyctes หลายชนิด เช่น Ganoderma lucidum (Joo และคณะ, 2008) Pycnoporus 
cinnabarinus (Record และคณะ, 2002) และ Pleurotus ostreatus (Giardina และคณะ, 
1995) เป็นต้น  จากการวิเคราะห์ลําดบัของยีนแลกเคสจากราทั /งหมดที�มีการโคลนและรายงานไว้
พบว่าแลกเคสในกลุ่มของรามีความเหมือนกนัของลําดบั (sequence identity) ที�คอ่นข้างตํ�า แต
บริเวณที�จบัคอปเปอร์จะเป็นบริเวณที�มีการอนรัุกษ์ของกรดอะมิโนสงู (Salony และคณะ, 2008)  
จากการจดัเรียงเทียบลําดบักรดอะมิโนของแลกเคสพบว่าบริเวณที�จบัคอปเปอร์นี /จะประกอบด้วย 
8 หมูข่องฮิสตดีินที�จดัเรียงตวัในรูปแบบที�เป็น 4 ชดุของ His-X-His (Colao และคณะ, 2003)  จาก
ลักษณะที�มีความอนุรักษ์สูงของบริเวณจับคอปเปอร์ของแลกเคส จึงมีการนําเทคนิค PCR 
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(polymerase chain reaction) มาใช้เพื�อโคลนยีนแลกเคสจากราหลายชนิด  โดยไพรเมอร์ที�ใช้จะ
ออกแบบโดยวิธีดีเจนเนอเรตมาจากลําดบักรดอะมิโนในบริเวณที�จบัคอปเปอร์ซึ�งมีการอนรัุกษ์สูง
นี / (D'Souza และคณะ, 1996) 

กลุนี ชพูึ�งอาตม์ (2550) ได้คดัแยกราที�มีสมบตัิในการย่อยสลายสาร PAHs และพบว่ารา 
Agrocybe sp. CU43 มีศกัยภาพสูงในการย่อยสลายสารประกอบ PAHs ได้หลายชนิด ได้แก่  
แอนทราซีน ฟีแนนทรีน ฟลอูอรีน ฟลอูอแรนทีน และไพรีน  โดยพบว่าสามารถย่อยสลายฟลอูอรีน
ความเข้มข้น 100 ppm ได้ถึง 100 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 6 วนั  และในระหว่างที�ย่อยสลายฟลอูอรีน
นั /น  Agrocybe sp. CU43 สามารถผลิตแลกเคสได้สงูสดุถึง 470 หน่วยตอ่มิลลิลิตร  งานวิจยันี /ยงั
ได้รายงานถึงลําดบันิวคลีโอไทด์บางส่วนของลําดบัจีโนมิกของยีนแลกเคสไว้ ซึ�งต่อมา เต็มศิริ  
ตนัติบุญทวีวฒัน์ (2550) ได้ใช้ข้อมูลลําดบันิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีนแลกเคสนี /เพื�อหาลําดบั 
นิวคลีโอไทด์ทั /งหมดของยีนแลกเคสโดยวิธีจีโนมวอร์กกิงร่วมกบัการทํา nested PCR ซึ�งทําให้ได้
ผลิตภณัฑ์ PCR จํานวน 2 ชิ /น  จากการหาลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีนแลกเคสในชิ /นส่วนทั /งสองทํา
ให้ทราบลําดบัจีโนมิกของยีนแลกเคสรวมทั /งลําดบัที�อยู่ล้อมรอบบริเวณนี /  เมื�อนําชิ /นส่วนทั /ง 2 มา
จดัเรียงเทียบกนัพบว่า ยีนแลกเคสบนจีโนมิกดีเอ็นเอมีขนาด 3,083 bp  โดยมี CAAT box และ 
TATA box ที�ได้จากการทํานายที�บริเวณ 161 และ 54 bp เหนือจดุเริ�มต้นของการถอดรหสั ATG 
ตามลําดบั  มีกรอบรหสัเปิดขนาด 1,569 bp ซึ�งประกอบด้วยบริเวณอินทรอน 12 ตําแหน่ง มี
ขนาดตั /งแต ่29 ถึง 81 bp และทํานายว่าจะแปลรหสัออกมาเป็นโปรตีนที�มีกรดอะมิโน 522 หมู ่
และมี signal peptide ที�ตําแหน่งของกรดอะมิโน 1-19  โดยมี cleavage site ระหว่างตําแหน่งที� 
19 และ 20  จากลําดบันิวคลีโอไทด์ทั /งหมดของยีนแลกเคสจากจีโนมิกดีเอ็นเอของรา Agrocybe 
sp. CU43 ที�ได้จากงานวิจัยนี / ทําให้ต่อมาในงานวิจัยของ Tantibunthaweewat และ 
Rerngsamran (2009) ได้ออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์จากงานวิจยัของเต็มศิริ ตนัติบญุ
ทวีวฒัน์ (2550) เพื�อใช้ในการโคลนยีนแลกเคสเต็มจากจีโนมิกดีเอ็นเอของรา Agrocybe sp. 
CU43  และพบวา่ยีนแลกเคสที�ได้มีขนาดประมาณ 2.4 kb   

งานวิจยันี /มีวตัถปุระสงค์เพื�อการแสดงออกของยีนแลกเคสในเซลล์เจ้าบ้าน E. coli  ดงันั /น
งานวิจยันี /จึงใช้ประโยชน์จากลําดบันิวคลีโอไทด์ทั /งหมดของยีนแลกเคสจากจีโนมิกดีเอ็นเอจาก
งานวิจยัของ Tantibunthaweewat และ Rerngsamran (2009) ในการออกแบบโอลิโกนิวคลีโอ
ไทด์ไพรเมอร์เพื�อใช้ในการโคลนยีนแลกเคสจาก cDNA ของรา Agrocybe sp. CU43 และ
แสดงออกใน E. coli เพื�อนํารีคอมบแินนท์แลกเคสไปใช้ในการบําบดัฟลอูอรีนตอ่ไป 
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วัตถุประสงค์  
 

เพื�อโคลน cDNA ของยีนแลกเคสจาก Agrocybe sp. CU43 และแสดงออกใน E. coli  
รวมถึงทดสอบความสามารถของรีคอมบแินนท์แลกเคสในการยอ่ยสลายฟลอูอรีน 
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บทที� 2 
 

ปริทรรศน์วรรณกรรม 

 
แลกเคส 

 แลกเคส (p-diphenol:O2 oxidoreductase; EC 1.10.3.2) เป็นไกลโคโปรตีนที�อยูใ่นกลุม่
ของเอนไซม์ที�มีชื�อว่า Blue copper proteins หรือ Blue copper oxidases  ประกอบด้วยอะตอม
คอปเปอร์ 4 อะตอมตอ่โมเลกลุที�มีความเกี�ยวข้องกบัการกระตุ้นการออกซิไดส์สบัสเตรต  โดยมี
การกระจายตวัอยูใ่น 3 บริเวณคือ โมโนนิวเคลียร์หรือ T1 ซึ�งประกอบด้วยอะตอมคอปเปอร์ชนิดที�
1 หรือ Blue copper (Cu1) ซึ�งมีสว่นทําให้เอนไซม์มีสีฟ้าและไตรนิวเคลียร์ (T2 และ T3) ที�
ประกอบด้วยอะตอมคอปเปอร์ชนิดที� 2 (Cu2) และอะตอมคอปเปอร์ชนิดที� 3 ซึ�งมีการจบักนัเป็นคู่
ของอะตอมคอปเปอร์ (Cu3a และ Cu3b)  โดยกลไกของการทํางานแลกเคสเริ�มจากสบัสเตรตถกู
ออกซิไดส์ที�บริเวณ active site แล้วเปลี�ยนมาอยูใ่นรูปอนมุลูอิสระ  จากนั /นบริเวณ T1 รับ
อิเล็กตรอนจากสบัสเตรตที�ถกูออกซิไดส์  แล้วสง่ตอ่อิเล็กตรอนไปยงับริเวณไตรนิวเคลียร์  ซึ�งเป็น
บริเวณที�เกิดการรีดิวซ์โมเลกลุของออกซิเจนไปเป็นนํ /า (Messerschmidt, 1997; Record และ
คณะ, 2002; Mougin และคณะ, 2003)  โดยทั�วไปแล้วแลกเคสมกัประกอบด้วยกรดอะมิโน 520-
550 หมู่  มีนํ /าหนกัโมเลกลุอยูใ่นชว่ง 60-80 กิโลดาลตนั  มีการไกลโคซิเลท 15-20 เปอร์เซ็นต์
ขึ /นอยู่กบันํ /าหนกัโมเลกลุของแลกเคส (Thurston, 1994)  คา่ pI 3-5  มีประมาณ 1-8 ไอโซไซม์ 
(Baldrian, 2006)  คา่ pH ที�เหมาะสมตอ่การทํางานอยูใ่นชว่ง 3-6 ขึ /นอยูก่บัชนิดของสบัสเตรต 
(Bollag และ Leonowicz, 1984) และมีความเสถียรที�อณุหภมูิประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส 
(Record และคณะ, 2002)  แลกเคสสามารถใช้สบัสเตรตได้หลากหลายทั /งสารประกอบฟีนอลิก 
เชน่ สารประกอบฟีนอล และอะโรมาตกิเอมีน (Baldrian, 2006) และสารประกอบที�ไมใ่ชฟี่นอลิก 
เชน่ เบนไซลิกแอลกอฮอล์ และอีเทอร์เมื�อมีสารมีเดียเอเตอร์ที�เหมาะสมในปฎิกิริยา เชน่ 1-ไฮ 
ดรอกซีเบนโซไทรอะโซล (hydroxybenzotriazole, HBT) (D'Acunzo และคณะ, 2006)  แลกเคส
สว่นใหญ่ถกูผลิตอยูใ่นรูปของเอนไซม์แบบหลั�งออกนอกเซลล์ (Extracellular enzyme) แตใ่น
บางครั /งก็สามารถผลิตอยูใ่นรูปของเอนไซม์ที�อยูภ่ายในเซลล์ (Intracellular enzyme) และอยูที่�
ผนงัเซลล์ด้วยเชน่เดียวกนั (Baldrian, 2006)  ซึ�งการผลิตเอนไซม์อาจอยูใ่นรูปแบบที�มีการผลิต
ตลอดเวลาหรือรูปแบบที�ได้รับการชกันําก็ได้ (Mayer และ Staples, 2002)     
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แหล่งผลิตแลกเคส 

 มีการรายงานพบวา่แลกเคสสามารถผลิตได้ในสิ�งมีชีวิตหลายชนิด ได้แก่ ในพืชชั /นสงู เชน่ 
Mangifera indica, Schinus molle (Joel และคณะ, 1978) ในแมลง เชน่ Bombyx mori 
(Yamazaki, 1972) ในแบคทีเรีย เชน่ Streptomyces lavendulae (Suzuki และคณะ, 2003) และ
ในราซึ�งเป็นสิ�งมีชีวิตกลุม่ใหญ่ที�สดุที�สามารถผลิตแลกเคสได้ ได้แก่ ราในกลุม่ Deuteromycetes 
เชน่ Aspergillus nidulans (Hermann และคณะ, 1983), Botrytis cinerea (Dubernet และคณะ, 
1977) กลุม่ Ascomycetes เชน่ Neurospora crassa (Froehner และ Eriksson, 1974)  
Podospora anserine (Molitoris และ Esser, 1971) และกลุม่ Basidiomycetes โดยเฉพาะอยา่ง
ยิ�งราในกลุม่ไวท์รอท เชน่ Polyporus versicolor (Fahraeus และ Ljunggren, 1961),   
Phanerochaete chrysosporium (Srinivasan และคณะ, 1995)  โดยแลกเคสที�ผลิตจากรานั /นมี
บทบาทและหน้าที�ที�หลากหลายในธรรมชาต ิยกตวัอยา่งเชน่ ใช้ในการย่อยสลายลิกนิน  เกี�ยวข้อง
กบัการเกิดโรคในพืช  และทางด้านสณัฐานวิทยา ได้แก่ การสร้าง pigment ที�โครงสร้างตา่งๆ ของ
รา เป็นต้น (Thurston, 1994)   
 
ประโยชน์ของแลกเคสจากราทางด้านอุตสาหกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ 

    ปฎิกิริยาการออกซิเดชนัมีความสําคญัทางด้านอตุสาหกรรมเป็นอย่างมากโดยเฉพาะใน
ปฏิกิริยาการบําบดัของเสียตา่งๆ  ซึ�งเทคโนโลยีที�ใช้ในปฎิกิริยาการออกซิเดชนัโดยทั�วไป ได้แก่ วิธี
ทางกายภาพ และวิธีทางเคมี  อย่างไรก็ตามทั /ง 2 วิธีนี /มีราคาสงู และมกัส่งผลกระทบตามมา เช่น 
เกิดปฎิกิริยาที�ไม่จําเพาะ เกิดปฎิกิริยาข้างเคียงที�ไม่ต้องการ และสารที�ใช้ในปฎิกิริยาเป็นสารที�
ก่อให้เกิดอนัตรายตอ่สิ�งแวดล้อม  ดงันั /นเทคโนโลยีใหม่ที�ถกูนํามาใช้คือ เทคโนโลยีทางชีวภาพ ซึ�ง
เป็นการนําเอนไซม์มาใช้ในปฎิกิริยาการออกซิเดชนั  โดยข้อดีของวิธีนี /คือ มีราคาถกู ให้ปฎิกิริยาที�
มีความจําเพาะและไม่รุนแรง (Couto และ Herrera, 2006b; Annuar และคณะ, 2009)  ดงันั /น
แลกเคสซึ�งเป็นเอนไซม์ที�สามารถใช้สบัสเตรตได้อย่างหลากหลายจึงได้รับการนํามาประยกุต์ เพื�อ
ใช้ในด้านตา่งๆ มากมาย ยกตวัอย่างเช่น ทางด้านอุตสาหกรรมอาหารโดยการเพิ�มหรือปรับปรุงสี
ของอาหารและเครื�องดื�ม เช่น กําจดัสารประกอบจําพวกฟีนอลิกที�มีผลทําให้เครื�องดื�มจําพวกนํ /
ผลไม้ เบียร์ หรือ ไวน์มีสีนํ /าตาล มีลกัษณะขุน่และตกตะกอน (Couto และ Herrera, 2006b)  
ทางด้านอุตสาหกรรมสิ�งทอ เช่น ใช้ในการฟอกสีของฝ้ายโดยการย่อยสลายสีตามธรรมชาติของ
ฝ้ายเพื�อให้ได้เส้นใยที�มีสีขาว (Couto และ Herrera, 2006a)  ทางด้านอตุสาหกรรมการฟอกสีเนื /อ
ไม้และกระดาษโดยใช้แลกเคสในการฟอกสีเนื /อไม้ด้วยการย่อยสลายลิกนินในเนื /อไม้ที�ทําให้เยื�อ
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กระดาษมีสีนํ /าตาล (Gamelas และคณะ, 2005) ทางด้านการบําบดัสารพิษในสิ�งแวดล้อม เช่น ใช้
ในการบําบดัยาฆ่าวชัพืช  ยาฆ่าแมลง  นํ /าเสียจากอตุสาหกรรมสีย้อม และยอ่ยสลายสารประกอ
จําพวกพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, PAHs)  
(Mayer และ Staples, 2002; Mougin และคณะ, 2003) เป็นต้น    

 ราเส้นใยสามารถผลิตแลกเคสได้ในปริมาณสูง  การผลิตแลกเคสเพื�อนํามาใช้ในระดบั
อุตสาหกรรมจะผลิตผ่านกระบวนการหมักในถังหมักขนาดใหญ่  โดยการผลิตแลกเคสเพื�อใช้
ประโยชน์ทางด้านอตุสาหกรรมมีเป้าหมาย คือ ต้องการผลิตแลกเคสในปริมาณสงูด้วยต้นทนุการ
ผลิตที�ตํ�า  ซึ�งโดยทั�วไปแล้วสามารถทําได้โดยการเลือกใช้สบัสเตรตให้เหมาะสม  ซึ�งกระบวนกา
หมกัที�ใช้ในการผลิตแลกเคสในระดบัอุตสาหกรรมแบ่งออกได้เป็น 2 วิธีใหญ่ๆ คือ Submerged 
fermentation และ Solid-state fermentation  (Couto และ Toca-Herrera, 2007)  ตวัอย่าง
งานวิจัยของ Songulashvili และคณะ (2007) ได้ศึกษาการผลิตแลกเคสของราในกลุ่ม 
Basidiomycetes 18 สายพนัธุ์ด้วยวิธี Submerged fermentation โดยการใช้เปลือกส้มแมนดาริน
และของเสียจากกระบวนการผลิตเอทานอลเป็นสบัสเตรต  พบว่าปริมาณแลกเคสที�ผลิตได้มีความ
แตกต่างกันไปตามสายพนัธุ์ของรา เช่น Ganoderma สามารถผลิตแลกเคสได้ในช่วง 192 - 
61,488 ยนูิตตอ่ลิตร และ Trametes สามารถผลิตแลกเคสได้ในช่วง 9,000 - 20,000 ยนูิตตอ่ลิตร 
เป็นต้น  และงานวิจยัของ Rosales และคณะ (2007) ได้ศกึษาการเพิ�มปริมาณของแลกเคสที�ผลิต
จากรา Trametes hirsuta โดยใช้กระบวนการหมกัแบบ Solid-state fermentation  พบว่า T. 
hirsuta สามารถผลิตแลกเคสได้ปริมาณสูงสุดที� 31,786 ยูนิตต่อลิตร เมื�อใช้เปลือกส้มเป็น
สบัสเตรตและมีการเติมคอปเปอร์ซัลเฟตความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์  แต่อย่างไรก็ตามการผลิต
แลกเคสในระดบัอตุสาหกรรมด้วยกระบวนการหมกัในถงัหมกัขนาดใหญ่นั /นยงัขาดระบบการผลิต
ที�มีประสิทธิภาพ  เนื�องจากปัจจยัตา่งๆ เช่น การเจริญของราที�มากเกินไปจะทําให้อาหารเลี /ยงเชื /อ
หนืด ซึ�งมีผลตอ่การถ่ายเทมวลและออกซิเจนได้อย่างจํากัด  มีผลต่ออตัราการเมทาบอลิซึม การ
หลั�งผลิตภัณฑ์ของรา และในระหว่างกระบวนการหมักอาจมีการหลั�งของสารบางอย่าง เช่น 
เอนไซม์โปรตีเอสซึ�งจะไปยบัยั /งการทํางานของแลกเคสได้   วิธีการแก้ไขปัญหาอาจทําได้โดยการ
แสดงออกยีนแลกเคสในสิ�งมีชีวิตอื�นที�มีความเหมาะสมตอ่การเลี /ยงในระดบัถงัหมกั และสามารถ
ผลิตรีคอมบแินนท์แลกเคสได้ในปริมาณสงู ด้วยต้นทนุที�ตํ�า (Couto และ Toca-Herrera, 2007)   
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ยีนแลกเคส 

จนถึงปัจจบุนัมีการโคลนและแสดงออกยีนแลกเคสจากจีโนมิกดีเอ็นเอและ cDNA ของรา
ในหลายสายพนัธุ์  ซึ�งโดยสว่นใหญ่แล้วจะเป็นราในกลุ่ม Basidiomycetes เชน่ Pycnoporus 
cinnabarinus (Eggert และคณะ, 1998)  Trametes sanguinea (Hoshida และคณะ, 2001)  
Ganoderma lucidum (Joo และคณะ, 2008)  Pleurotus ostreatus (Okamoto และคณะ, 
2003) เป็นต้น  แตอ่ยา่งไรก็ตามมียีนแลกเคสบางสว่นถกูโคลนจากราในกลุม่ Ascomycetes ด้วย
เชน่กนั ได้แก่ Melanocarpus albomyces (Kiiskinen และ Saloheimo, 2004) 

การแสดงออกของแลกเคสถูกควบคมุโดยกลุ่มของยีนที�มีความซบัซ้อนทําให้ราในบางสาย
พนัธุ์สามารถผลิตแลกเคสได้มากกว่า 1 ไอโซฟอร์ม  จากการวิเคราะห์ยีนแลกเคสจากราทั /งหมดที�มี
การรายงานไว้พบว่าลําดบัของหมู่กรดอะมิโนของยีนแลกเคสในกลุ่มของราโดยเฉพาะบริเวณที�จบั
กบัอะตอมของคอปเปอร์ทั /ง 4 ตําแหน่งเป็นบริเวณที�มีการอนรัุกษ์ไว้สงูในแตล่ะโมเลกลุของแลกเคส  
รูปที� 1.1 แสดงให้เห็นถึงบริเวณอนรัุกษ์ของแลกเคสซึ�งจะประกอบด้วยกรดอะมิโนฮิสทิดีน 10 หมู ่
และซิสเทอีน 1 หมู่ ที�เกี�ยวข้องกบัการสร้างพนัธะไดซลัไฟด์ ซึ�งกรดอะมิโนเหล่านี /มีการกระจายอยู่
บนสายพอลิเพปไทด์ในรูปแบบที�คล้ายคลึงกันในราทุกสายพันธุ์  คือ ทางด้านปลายอะมิโน
ประกอบด้วยกรดอะมิโนฮิสทิดีน 2 คู่  ส่วนที�เหลืออยู่ใกล้ทางด้านปลายคาร์บอกซี (Thurston, 
1994; Mansur และคณะ, 1997)  แตอ่ย่างไรก็ตามลําดบัในบริเวณอื�นของแลกเคสจากรามีความ
เหมือนกันที�ค่อนข้างตํ�าสง่ผลให้โครงสร้างของโปรตีนบริเวณอื�นนอกเหนือจากบริเวณอนรุักษ์ แล
ปริมาณการเติมหมู่นํ /าตาลในโครงสร้างของแลกเคสมีความหลากหลาย (Joo และคณะ, 2008; 
Salony และคณะ, 2008)   
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รูปที� 2.1 แสดงการเทียบลําดับกรดอะมิโนของแลกเคสจากรากลุ่ม Basidiomycetes และ 
Ascomycetes 20 สกลุ โดยบริเวณจบัอะตอมคอปเปอร์ ได้แก่ ตําแหน่ง T1 T2 และ T3 เป็นบริเวณ
ที�มีการอนรัุกษ์ ที�ประกอบด้วยฮิสทิดีน 10 หมู่ และซิสเทอีน 1 หมู่  มีการจดัเรียงตวัแบบ His-X-His  
(Valderrama และคณะ, 2003) 

 
วิธีที�ใช้กนัทั�วไปในการโคลนจีโนมิกดีเอ็นเอของยีนแลกเคส ได้แก่ วิธี short gun cloning  

ตวัอย่างงานวิจยัหนึ�งที�ใช้วิธีนี /ในการโคลนยีนแลกเคส คือ งานวิจยัของ Giardina และคณะ (1995) 
โดยเริ�มจากผู้ วิจยัตดัจีโนมิกดีเอ็นเอของรา P. ostreatus แบบไม่สมบรูณ์ (partial digestion) ด้วย
เอนไซม์ตดัจําเพาะ Sau3AI เพื�อให้ได้ชิ /นดีเอ็นเอที�มีขนาดโมเลกุลที�เหมาะสมซึ�งประกอบด้วยยีน
แลกเคสที�สมบูรณ์  โดยขนาดโมเลกุลที�ได้หลังจากการตดัแล้วนั /นอยู่ในช่วง 2,000-4,000 เบส  
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จากนั /นโคลนชิ /นส่วนดีเอ็นเอเข้าสู่เวกเตอร์ pGEM7Zf(+) เพื�อสร้างเป็นคลงั (library) ของยีน  แล้ว
คดัเลือกโคลนที�ต้องการโดยการทําโคโลนีไฮบริไดเซชนัด้วยโพรบที�ออกแบบมาจากลําดบักรดอะมิโน
ที�บริเวณอนรัุกษ์ของยีนแลกเคสที�เคยมีการรายงานไว้  แตอ่ยา่งไรก็ตามวิธีนี /มีข้อเสีย คือ มีคา่ใช้จ่าย
ในการดําเนินงานสงู และใช้เวลานาน    

วิธีทางเลือกวิธีหนึ�งที�ถูกนํามาใช้ในการโคลนยีนแลกเคสจากราสายพนัธุ์ต่างๆ ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ สะดวกและรวดเร็วมากขึ /นนั�นคือ การนําเทคนิคการทําปฎิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส หรือ 
Polymerase Chain Reaction (PCR) มาประยกุต์ใช้  โดยใช้ประโยชน์จากบริเวณจบัอะตอมคอป
เปอร์ซึ�งเป็นบริเวณอนรัุกษ์ในการออกแบบไพรเมอร์เพื�อเพิ�มจํานวนยีนแลกเคสจากรา  โดยงานวิจยั
ของ D'Souza และคณะ (1996) ได้ออกแบบฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์โดยการแปลงลําดบัของกรดอะมิโน
ให้เป็นลําดบันิวคลีโอไทด์ในบริเวณจบัอะตอมคอปเปอร์บริเวณที� 1 และรีเวิร์สไพรเมอร์จากบริเวณ
จบัอะตอมคอปเปอร์บริเวณที� 2  เพื�อใช้ในการคดักรองหายีนแลกเคสในราไวท์รอท 9 สกลุ  ต่อมา 
Hoshida และคณะ (2001) ได้ใช้หลกัการเดียวกนัในการคดักรองหายีนแลกเคสจากรา Trametes 
sanguinea  แตไ่พรเมอร์ที�ใช้ในการเพิ�มจํานวนยีนแลกเคสจากจีโนมิกดีเอ็นเอออกแบบจากบริเวณ
จบัอะตอมคอปเปอร์บริเวณที� 1 และบริเวณจบัอะตอมคอปเปอร์บริเวณที� 4  ซึ�งวิธีการออกแบบโอลิ
โกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์แสดงในรูปที� 1.2  และจากการโคลนชิ /นสว่นดีเอ็นเอของยีนแลกเคสบางส่วน
ที�เพิ�มจํานวนได้พบว่าสามารถแบง่แลกเคสออกได้ทั /งหมด 5 กลุ่ม คือ lcc1 - lcc5 และในงานวิจยันี /
ยงัใช้ลําดบันิวคลีโอไทด์ของ lcc1 ออกแบบไพรเมอร์เพื�อใช้ในการโคลนยีนแลกเคส lcc1 เต็มยีน
จากจีโนมิกดีเอ็นเอ และcDNA ของรา Trametes sanguinea ด้วยวิธี 5’RACE PCR อีกด้วย     

 

รูปที� 2.2 การออกแบบไพรเมอร์เพื�อใช้ในการโคลนยีนแลกเคสด้วยการทําปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส
โดยอาศยัลําดบักรดอะมิโนบริเวณอนรัุกษ์ของแลกเคส (Hoshida และคณะ, 2001) 
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การโคลนและการแสดงออกของยีนแลกเคสในสิ�งมีชีวิตอื�น 

 โดยปกตใินธรรมชาตริาเป็นสิ�งมีชีวิตที�สามารถผลิตแลกเคสได้ในปริมาณสงู  แตอ่ย่างไรก็
ตามการผลิตแลกเคสเพื�อใช้ในระดบัอตุสาหกรรมยงัถือว่าอยู่ในระดบัที�ตํ�า  ใช้เวลาในการผลิตนาน 
บางกรณีอาจต้องใช้สารชกันําเพื�อให้เกิดการผลิต  อีกทั /งราแต่ละสายพนัธุ์มกัมียีนที�ควบคมุการ
แสดงออกของแลกเคสหลายยีน  ซึ�งสง่ผลให้ราสามารถผลิตแลกเคสได้มากกว่า 1 ไอโซฟอร์ม โดย
ที�แตล่ะไอโซฟอร์มของแลกเคสมีโครงสร้างเอนไซม์ที�คล้ายกนั  แตล่กัษณะทางกายภาพและเคมีมี
ความแตกต่างกันส่งผลให้ยากต่อการคัดแยกแลกเคสแต่ละไอโซฟอร์มเพื�อนําไปใช้ประโยชน์ 
(Baldrian, 2006; Lu และคณะ, 2009)  วิธีแก้ไขปัญหาดงักล่าวทําได้โดยการโคลนยีนแลกเคส
แล้วแสดงออกในสิ�งมีชีวิตชนิดอื�นที�สามารถช่วยเพิ�มปริมาณการผลิตแลกเคส และมีความ
เหมาะสมต่อการผลิตในระดับถังหมักขนาดใหญ่  สิ�งมีชีวิตดังกล่าวนี / ได้แก่ ราเส้นใย เช่น 
Aspergillus niger (Record และคณะ, 2002)  Aspergillus sojae (Hatamoto และคณะ, 1999)  
ยีสต์ เช่น Saccharomyces cerevisiae (Kojima และคณะ, 1990)  Pichia pastoris (Otterbein 
และคณะ, 2000)  Pichia methanolica (Guo และคณะ, 2008) และแบคทีเรีย โดยงานวิจยัของ 
Salony และคณะ (2008) สามารถโคลนและแสดงออกยีนแลกเคสใน Escherichia coli ได้สําเร็จ
เป็นครั /งแรกอีกด้วย   

E. coli นบัได้ว่าเป็นโปรคาริโอตที�ถูกนํามาใช้อย่างแพร่หลายเพื�อการแสดงออกโปรตีน
จากสิ�งมีชีวิตชนิดอื�น เนื�องจาก E. coli มีข้อได้เปรียบในหลายๆ ด้าน ยกตวัอยา่งเชน่ 

- E. coli เป็นสิ�งมีชีวิตที�ไมซ่บัซ้อนสง่ผลให้โปรตีนสามารถแสดงออกได้ง่ายขึ /น 
- เซลล์มีการเจริญอย่างรวดเร็วทําให้ได้ความหนาแน่นของเซลล์สูงซึ�งเป็นการช่วยลด

คา่ใช้จา่ยในการผลิตโปรตีน    
- ความรู้ความเข้าใจพื /นฐานของ E. coli ได้รับการเผยแพร่ไว้เป็นอยา่งดี 
- เวกเตอร์ที�ใช้เพื�อการแสดงออกของโปรตีนมีให้เลือกใช้เป็นจํานวนมาก 
- ได้รับการปรับปรุงสายพนัธุ์เพื�อให้เหมาะสมต่อการแสดงออกโปรตีนจากสิ�งมีชีวิตอื�น 

(Sorensen และ Mortensen, 2005) 

Sorensen และ Mortensen (2005) ได้รวบรวมปัจจยัต่างๆ ที�ต้องคํานึงถึงเมื�อต้องการ
แสดงออกโปรตีนจากสิ�งมีชีวิตอื�นใน E. coli  ไว้ดงันี / 
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1. เวกเตอร์เพื�อการแสดงออก 

เวกเตอร์เป็นสิ�งที�กระตุ้นให้เกิดการผลิตโปรตีนในเซลล์เจ้าบ้าน  โดยองค์ประกอบใน
เวกเตอร์ที�สําคญั ได้แก่ 1) Origin of replication (ori) ที�ควบคมุปริมาณ copy number ของ
เวกเตอร์ 2) ยีนต้านยาปฎิชีวนะ เช่น แอมพิซิลลิน  คานามยัซิน  คลอแรมเฟนิคอล หรือเตตระ
ไซคลิน  3) โปรโมเตอร์ที�กระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของยีนในระดบัสูง และมีระบบยงัยั /งการ
แสดงออกได้ดีเมื�อไม่มีการชกันําให้เกิดการแสดงออก  4) บริเวณ Translation initiation region 
(TIR) เพื�อการสงัเคราะห์ mRNA ซึ�งต้องการ Ribosomal binding site ได้แก่ บริเวณ Shine-
Dalgarno (SD) sequence และรหสัเริ�มต้นการถอดรหสั AUG  และ 5) Transcription terminator 
ซึ�งอยู่หลงัจากยีนเป้าหมายที�แทรกในเวกเตอร์เพื�อเพิ�มความเสถียรให้กบัเวกเตอร์โดยป้องกนัการ
ถอดรหสัผา่นจดุ ori   

ระบบของเวกเตอร์เพื�อการแสดงออกที�ใช้กนัในปัจจบุนัมีอยู่ด้วยกนัหลายระบบ  แตร่ะบบ
ที�นิยมใช้กันมาก คือ ระบบการแสดงออกในกลุ่มของ pET  ระบบนี /มีเวกเตอร์ให้เลือกใช้
หลากหลายตามแต่วตัถุประสงค์โดยการเพิ�มเติมลกัษณะบางอย่างเข้าไป เช่น ในการแสดงออก
ของโปรตีนมกัต้องการโปรตีนที�มีการละลายสงู และอยู่ในรูปแบบที�ทํางานได้  ซึ�งเวกเตอร์สามารถ
เพิ�มการละลาย และทําให้โปรตีนเป้าหมายมีการม้วนพบัตวัที�ถกูต้องได้โดยเติมลําดบัของ Fusion 
tags เชื�อมตอ่กบัยีนเป้าหมาย เนื�องจากตวั Tags มีความสามารถในการละลายสงูจึงช่วยเพิ�มการ
ละลายของโปรตีน  อีกทั /งยังทําให้สะดวกต่อการติดตาม และใช้ในการทําโปรตีนให้บริสุทธิด้วย<

หลกัการ Affinity chromatography อีกด้วย (Davis และคณะ, 1999) หรือมีการเพิ�มลําดบัของ 
signal sequence ลงในเวกเตอร์โดย signal sequence ทําให้โปรตีนมีการเคลื�อนตวัไปที�บริเวณ 
periplasmic space ซึ�งเป็นบริเวณที�มีการสร้างพนัธะไดซลัไฟด์ และเหมาะสมตอ่การม้วนพบัตวั
ของโปรตีน (Novagen pET system manual) 

    ระบบการแสดงออก pET แสดงเป็นภาพรวมในรูปที� 1.3 ซึ�งระบบการแสดงออกนี /เป็น
ระบบที�สามารถควบคุมการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนได้อย่างเข้มงวด  เนื�องจากใน
บางครั /งการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนอาจมีผลตอ่ระบบการทํางานหรืออาจมีความเป็น
พิษต่อเซลล์ E. coli  โดยการทํางานของระบบการแสดงออกของเวกเตอร์ pET นั /น จะทํางาน
ร่วมกบัเซลล์เจ้าบ้านสายพนัธุ์ λDE3 lysogens  ในภาวะที�ไม่มีสารชกันําให้เกิดการแสดงออก ซึ�ง
ได้แก่ isopropyl-ß-D-thiogalactopyranoside (IPTG)  ยีน lacI ซึ�งมีทั /งในเวกเตอร์ และเซลล์เจ้า
บ้านจะผลิต lac repressor (lacI) ไปจบัที� lacUV5 promoter ที�อยู่บนจีโนมิกดีเอ็นเอของเซลล์เจ้า
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บ้าน  ทําให้ไม่เกิดการแสดงออกของยีน T7 RNA polymerase ด้วย E. coli RNA polymerase  
ส่งผลให้ไม่มีการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนด้วย T7 RNA polymerase และในขณะเดียวกนั lacI 
repressor ยงัไปจบัที� T7lac promoter บนเวกเตอร์อีกด้วยเพื�อยงัยบัยั /งการผลิตรีคอมบิแนนท์
โปรตีนจาก T7 RNA polymerase ที�อาจถกูผลิตขึ /น  และเพื�อการควบคมุการผลิตรีคอมบิแนนท์
โปรตีนที�มากขึ /นสามารถทําได้โดยการทํางานร่วมกนัระหว่างเวกเตอร์ pET และเซลล์เจ้าบ้านที�มี
เวกเตอร์ที�ทนตอ่ยาปฎิชีวนะคลอแรมเฟนิคอล pLysE และ pLysS  ซึ�งสามารถผลิต T7 lysozyme 
ที�ยบัยั /ง T7 RNA polymerase ไม่ให้ทํางานโดยจบักบั T7 RNA polymerase ส่งผลให้ไม่เกิดการ
แปลรหสัของยีนเป้าหมาย  จากนั /นเมื�อต้องการให้เกิดการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรตีนสามารถทําได้
โดยการเติมสารชกันํา IPTG  ซึ�งจะจบักบัโปรตีน LacI ส่งผลให้โปรโมเตอร์ทํางานได้ตามปกต ิ
(Studier และ Moffatt, 1986; Studier และคณะ, 1990; Studier, 1991) 
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รูป 2.3 แสดงหลกัการในการทํางานของระบบการแสดงออก pET (Novagen pET system 
manual) 
 

2. เซลลเจ้าบ้าน E. coli  
 สายพันธุ์ของเซลล์เจ้าบ้าน E. coli เป็นปัจจัยหนึ�งที�สําคญัต่อการแสดงออกของยีน
เป้าหมาย  โดยเซลล์เจ้าบ้านจะต้องมีสมบตัหิลกัๆ ที�สําคญั ดงัตอ่ไปนี /  

- ไมผ่ลิตโปรตีเอสที�สง่ผลตอ่การยอ่ยสลายโปรตีนเป้าหมาย 
- รักษาความเสถียรของเวกเตอร์เป้าหมาย 
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- มีองค์ประกอบทางพนัธุกรรมที�เหมาะสมตอ่ระบบการแสดงออก 
 
ในการเลือกระบบเพื�อใช้ในการแสดงออกของยีนเป้าหมายนั /นควรเลือกให้เหมาะสมกับ

ลกัษณะของโปรตีนนั /นๆ  ซึ�งจนถึงปัจจบุนัมีการปรับปรุงสายพนัธุ์ของ E. coli เพื�อให้เหมาะสมกบั
การแสดงออกของโปรตีนในรูปแบบตา่งๆ เช่น ช่วยเพิ�มการสร้างพนัธะไดซลัไฟด์ในไซโทพลาสซึม  
ปรับระดับการแสดงออกของโปรตีนเป้าหมาย  ป้องกันโปรตีนเป้าหมายไม่ให้อยู่ในรูปแบบ 
inclusion body และเพิ�ม tRNA สําหรับโคดอนที�พบในโปรตีนเป้าหมาย แตไ่ม่พบในเซลล์เจ้าบ้าน 
E. coli เป็นต้น (Sorensen และ Mortensen, 2005) 

ตวัอยา่งงานวิจยัที�ใช้ E. coli เป็นเซลล์เจ้าบ้านในการแสดงออกยีนจากสิ�งมีชีวิตชนิดอื�นมี
ดงันี / 

Whitwam และคณะ (1995) โคลน cDNA ของยีน Mn peroxidase ไอโซไซม์ H4 จากรา 
Phanerochaete chrysosporium เข้าสู่เวกเตอร์ pET21a(+) โดยปราศจาก signal sequence 
ของยีน Mn peroxidase และแสดงออกรีคอมบิแนนท์เอนไซม์ใน E. coli สายพนัธุ์ BL21 (DE3) 
pLysS  ผลคือเอนไซม์ถกูผลิตในรูป inclusion body  แตเ่มื�อผ่านขั /นตอนการ refolding พบว่า
เอนไซม์มีแอกติวิตีต่อสับสเตรตต่างๆ ได้แก่ ฟีนอลเรด  กัวเอคอล และวานิลลิลอะซิโตน เมื�อมี 
Mn2+ และ H2O2 ในปฎิกิริยา 

Di Lorenzo และคณะ (2005) โคลน cDNA ของยีนโปรไลเปสและไลเปสจากรา 
Rhizopus oryzae ซึ�งในโครงสร้างประกอบด้วยกรดอะมิโนซิสเทอีน 6 หมู่ สร้างเป็นพันธะได
ซลัไฟด์ 3 พนัธะ แล้วแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรไลเปสและไลเปสใน E. coli และเวกเตอร์ที�
แตกต่างกัน  พบว่าเมื�อโคลนยีนด้วยเวกเตอร์ pET-11d และแสดงออกใน E. coli สายพันธุ์ 
Origami (DE3) มีการผลิตรีคอมบิแนนท์โปรไลเปสและไลเปสในรูปแบบที�ละลายได้ (soluble) 
และเมื�อเปรียบเทียบแอกติวิตีระหว่าง 2 เอนไซม์ พบว่าโปรไลเปสมีแอกติวิตีสงูกว่าไลเปส โดยมี
แอกตวิิตีสงูสดุเทา่กบั 166 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร เมื�อเลี /ยงที�อณุหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ชกันําการผลิต
เอนไซม์ด้วย IPTG ความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ ที�ความหนาแน่นเซลล์เริ�มต้นที�คา่การดดูกลืนแสง 
600 นาโนเมตร เทา่กบั 1 

Liu และคณะ (2007) โคลนยีน LKB1 ซึ�งมีหน้าที�เป็น tumor suppresser ของมนษุย์ใน
เวกเตอร์ pET-44a  แล้วทรานสฟอร์มเพื�อให้มีการแสดงออกใน E. coli BL21 (DE3) และ E. coli 
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Rosetta-Gami B (DE3) pLysS  และพบว่าระดบัของการแสดงออกและการละลายของโปรตีน 
LKB1 จาก E. coli ทั /ง 2 สายพนัธุ์มีความแตกตา่งกนั โดย E. coli BL21 (DE3) ผลิต His-LBK1 
คดิเป็น 34.1 เปอรเซ็นต์ของโปรตีนทั /งหมด และส่วนใหญ่ถกูผลิตในรูปแบบไม่ละลาย (insoluble) 
และ His-LBK1 ที�อยู่ในรูปละลายได้ คิดเป็น 8.1 เปอร์เซ็นต์ของส่วนโปรตีนที�ละลายได้ทั /งหมด  
ส่วน His-LBK1 ที�ถกูผลิตใน E. coli Rosetta-Gami B (DE3) pLysS คิดเป็น 39.3 เปอรเซ็นต์ของ
โปรตีนทั /งหมดและอยูใ่นรูปที�ละลายได้ คดิเป็น 34.1 เปอร์เซ็นต์ของส่วนโปรตีนที�ละลายได้ทั /งหมด  
หลงัจากผา่นการทําให้บริสทุธิด้วยวิธี<  affinity chromatography พบว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที�ผลิต
จาก E. coli BL21 (DE3) มีปริมาณเท่ากบั 20 กรัมตอ่มิลลิลิตร และ E. coli Rosetta-Gami B 
(DE3) pLysS มีปริมาณเทา่กบั 92 กรัมตอ่มิลลิลิตร  โดยรีคอมบแินนท์โปรตีนที�ผ่านการทําบริสทุธิ<

จาก E. coli BL21 (DE3) และ E. coli Rosetta-Gami B (DE3) pLysS สามารถยบัยั /งเซลล์ 
hepatic carcinoma SMMC-7721 ได้ 24.97 และ 45.68 เปอร์เซ็นต์ตามลําดบั   

Miki และคณะ (2009) โคลนและแสดงออกยีนของเอนไซม์ lignin peroxidase (Lip) จาก
รา Trametes cervina โดย cDNA ของยีน Lip ที�สมบรูณ์ (mlip) ถกูโคลนเข้าสูเ่วกเตอร์ pET23a 
ภายใต้การควบคมุของ T7 promoter แล้วทรานสฟอร์มเข้าสู ่E. coli BL21 (DE3) pLysS  พบวา่ 
รีคอมบแินนท์ Lip ถกูผลิตในรูปแบบ inclusion bodies ซึ�งเป็นรูปแบบที�ไมมี่แอกติวิตี  แตห่ลงัจาก
การ refolding ในภาวะที�มี CaCl2 ความเข้มข้น 5 มิลลิโมลาร์  GSSG 0.6 มิลลิโมลาร์  DTT 0.1 
มิลลิโมลาร์  ยเูรีย 0.4 โมลาร์  hemin 5 ไมโครโมลาร์ และ EDTA 0.1 มิลลิโมลาร์ ใน Tris–HCl 50 
มิลลิโมลาร์ ( p H  9 . 5 )  พบวา่รีคอมบิแนนท์ L i p  สามารถยอ่ยสลายสบัสเตรต 1 , 4 -
d i m e t h o x y b e n z e n e  และ f e r r o c y t o c h r o m e  c ซึ�งเป็นสบัสเตรตที�มีขนาดใหญ่ได้ 

Zhou และคณะ (2008) โคลน cDNA ของยีน endo-1,4-β-xylanase จากรา Aspergillus 
usamii E001 เข้าเวกเตอร์เพื�อการแสดงออก pET-28a(+)  แล้วทรานสฟอร์มเข้าสู่ E. coli BL21-
CodonPlus (DE3)-RIL  จากการทดสอบแอกติวิตีของรีคอมบิแนนท์ไซแลเนสที�ได้จากสารสกัด
ของเซลล์ทรานสฟอร์แมนต์พบว่ามีแอกติวิตีสงูสุดอยู่ที� 49.6 ยูนิตต่อมิลลิกรัม ที�ค่ากรดเบส 4.0 
อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส 
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สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, 
PAHs) 

 สารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอนคือ สารเคมีที�ประกอบด้วยวงแหวน
เบนซีนตั /งแต่ 2 วงขึ /นไปมาเชื�อมต่อกันในลกัษณะเส้นตรง ทํามุม หรือเป็นกลุ่ม (Wilson และ 
Jones, 1993)  แบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่มหลกัๆ คือ กลุ่มที�มีมวลโมเลกุลตํ�าซึ�งประกอบด้วยว
แหวนอะโรมาตกิ 2-3 วง ได้แก่ แนพทาลีน ฟีแนนทรีน และกลุ่มที�มีมวลโมเลกลุสงู ได้แก่ เบนโซเอ
ไพรีน ฟลอูอแรนทรีน และไพรีน เป็นต้น (Kanaly และ Harayama, 2000; Marcoux และคณะ, 
2000)  PAHs เกิดจากการเผาไหม้ที�ไม่สมบรูณ์ของสารอินทรีย์ (Heitkamp และ Cerniglia, 1988)  
โดยสารประกอบ PAHs ถือได้ว่าเป็นสารปนเปื/อนในสิ�งแวดล้อมที�พบได้ทั /งในอากาศ (Delgado-
Saborit และคณะ, 2011) นํ /า (Zhu และคณะ, 2004) และดิน (Wilson และ Jones, 1993)  ซึ�ง
แหลง่ที�มาของการปลอ่ยสารประกอบ PAHs ออกสูส่ิ�งแวดล้อม ได้แก่ การจราจรบนท้องถนน  การ
เผาไหม้ที�ไม่สมบรูณ์ของนํ /ามนัเชื /อเพลิง  การเกิดไฟป่า  การรั�วไหลของนํ /ามนัดบิลงสูท่ะเล  เป็น
ต้น (Valentin และคณะ, 2007)  สารประกอบ PAHs เป็นสารประกอบที�ต้องบําบดัออกจาก
สิ�งแวดล้อมเนื�องจากเป็นสารที�เป็นพิษ มีสมบตัิเป็นสารก่อมะเร็ง และก่อให้เกิดการกลายพนัธุ์ซึ�ง
สง่ผลกระทบตอ่สิ�งมีชีวิตตา่งๆ (Wilson และ Jones, 1993)        

 การบําบดัสารประกอบ PAHs นั /นสามารถทําได้หลายวิธี  โดยวิธีพื /นฐานที�ใช้ในการบําบดั
คือการขดุเคลื�อนย้ายดินบริเวณที�มีการปนเปื/อนไปสู่บริเวณใหม่แล้วบําบดัด้วยวิธีฝังกลบ  ซึ�งวิธีนี /
มีข้อเสียคือ ก่อให้เกิดความเสี�ยงจากการขดุและขนย้ายดินที�มีการปนเปื/อนสารอนัตราย  รวมถึง
ต้องเสียคา่ใช้จ่ายสงูในการหาบริเวณบําบดัแห่งใหม่ และต้องใช้เวลาในการติดตามผลการบําบดั
และปิดบริเวณที�ใช้ในการบําบดัเป็นเวลานาน  ดงันั /นวิธีการบําบดัอื�นที�น่าสนใจคือ การย่อยสลาย
หรือเปลี�ยนรูปสารประกอบ PAHs ให้อยู่ในรูปที�ไม่มีความเป็นพิษ ได้แก่ วิธีบําบดัทางเคมี เช่น วิธี 
Fenton’s chemistry ซึ�งใช้อนมุลูอิสระของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ในการออกซิไดส์สารประกอบ 
PAHs (Bogan และคณะ, 2003)  หรือวิธีบําบดัทางกายภาพ เช่น วิธีดดูซบั (adsorption) บนวสัดุ
ตา่งๆ ได้แก่ ซีโอไลท์ (Chang และคณะ, 2004) หรือสารประกอบคาร์บอนแกรฟีน (Gotovac และ
คณะ, 2007) หรือการเผาด้วยอณุหภูมิสงู เป็นต้น  ซึ�งวิธีเหล่านี /สามารถบําบดัสารประกอบ PAHs 
ได้อยา่งมีประสิทธิภาพ  แตอ่ยา่งไรก็ตามวิธีเหลา่นี /มีข้อเสียคือ เทคโนโลยีที�ใช้ในการบําบดัมีความ
ซบัซ้อน มีค่าใช้จ่ายในการดําเนินงานสูง ไม่เป็นที�ยอมรับเนื�องจากการบําบดัอาจส่งผลเสียต่อ
สขุภาพของคนงานที�รับหน้าที�ในการบําบดั รวมถึงคนที�อยู่บริเวณใกล้เคียงได้  เพราะฉะนั /นวิธี
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ทางเลือกอีกวิธีหนึ�งคือ การบําบดัทางชีวภาพโดยใช้หลกัการบําบดัด้วยกระบวนการทางธรรมชาต ิ
โดยเฉพาะอย่างยิ�งการใช้จลุินทรีย์ในการบําบดัสารประกอบ PAHs เนื�องจากผลิตภณัฑ์ที�ได้จาก
การย่อยสลายสารประกอบ PAHs อย่างสมบรูณ์มีความเป็นมิตรตอ่สิ�งแวดล้อมคือ ถูกเปลี�ยนไป
เป็นมวลของจุลินทรีย์และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ทําให้วิธีนี /เป็นที�ยอมรับของคนทั�วไป  อีกทั /ง
เทคโนโลยีที�ใช้ในการบําบดัไม่ซบัซ้อน และคา่ใช้จ่ายในการดําเนินงานมีราคาถกูด้วย (Gray และ
คณะ, 1994; Vidali, 2001)  

มีงานวิจยัเป็นจํานวนมากที�ศึกษาการบําบดัสารประกอบ PAHs ด้วยแบคทีเรียสายพนัธุ์
ตา่งๆ เช่น Pseudomonas cepacia (Juhasz และคณะ, 1996)  Sphingomonas sp. (Daugulis 
และ McCracken, 2003)  Rhodococcus wratislaviensis (Pizzul และคณะ, 2007) เป็นต้น  แต่
อย่างไรก็ตาม ราโดยเฉพาะราไวท์รอทก็ได้รับความสนใจอย่างกว้างขวางในการบําบัด
สารประกอบ PAHs เช่นเดียวกัน  เนื�องจากราในกลุ่มนี /สามารถหลั�งเอนไซม์ ได้แก่ เอนไซม์แลก
เคสที�สามารถออกซิไดส์พอลิเมอร์ของลิกนินซึ�งมีโครงสร้างของวงแหวนอะโรมาติกที�คล้ายคลึงกบั
วงแหวนอะโรมาตกิของสารประกอบ PAHs ได้ (Valentin และคณะ, 2007)   

ตวัอย่างงานวิจยัที�ใช้แลกเคสและรีคอมบิแนนท์แลกเคสที�ผลิตจากราในกลุ่มไวท์รอทใน
การบําบดัสารประกอบ PAHs มีดงันี / 

แลกเคสจากรา Trametes versicolor ถูกนําไปใช้ทดสอบความสามารถในการย่อย
สารประกอบ PAHs 14 ชนิด โดยหลงัจากการบ่มสารประกอบ PAHs กบัแลกเคสเป็นเวลา 72 
ชั�วโมง พบว่าอะซีแนพทิลีนถูกย่อยสลาย 37 เปอร์เซ็นต์  แอนทราซีน 18 เปอร์เซ็นต์  เบนโซเอ
ไพรีน 19 เปอร์เซ็นต์  และสารประกอบ PAHs 8 ชนิดที�ถูกย่อยสลายประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ 
ได้แก่ อะซีแนพทีน  ฟลูออแรนทีน  ไพรีน  เบนโซเอแอนทราซีน  ไครซีน  เบนโซบีฟลูออแรนทีน  
เบนโซเคฟลอูอแรนทีนและไพริลีน  ส่วนแนพทาลีน  ฟลอูอรีนและฟีแนนทรีนไม่ถกูย่อยสลายด้วย
แลกเคส  แตอ่ย่างไรก็ตามเมื�อเติม 1-hydroxybenzotriazole (HBT) ซึ�งมีหน้าที�เป็นมีเดียเอเตอร์
ลงไปพบว่า อะซีแนพทิลีน  อะซีแนพทีน  ฟลูออรีน  แอนทราซีน  เบนโซเอไพรีนและไพริลีน ถูก
ยอ่ยสลายได้อยา่งสมบรูณ์  ส่วนไพรีน  เบนโซเอแอนทราซีน ถกูย่อยเพิ�มจาก 8 และ 6 เปอร์เซ็นต์ 
ไปเป็น 48 และ 53 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ  ส่วนสารประกอบ PAHs อื�นๆ ไม่พบว่ามีการ
เปลี�ยนแปลงเปอร์เซ็นต์การยอ่ยสลายอยา่งมีนยัสําคญั (Majcherczyk และคณะ, 1998)    
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แลกเคสจากราไวท์รอท Ganoderma lucidum Chaaim-001 BCU สามารถย่อยสลาย
สารประกอบ PAHs ได้หลายชนิด  โดยสามารถย่อยสลายแอนทราซีนได้อย่างสมบูรณ์ทั /งใน
ปฏิกิริยาที�มีและไมมี่สารมีเดียเอเตอร์ ได้แก่ 1-hydroxybenzotriazole และสามารถย่อยสลายเบน
โซเอไพรีน  ฟลอูอรีน  อะซีแนพทีน  อะซีแนพทิลีน  และเบนโซเอแอนทราซีน ได้ถึง 100 98.6 95.4 
90.1 และ85.3 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั เมื�อมีสารมีเดียเอเตอร์ในปฏิกิริยา  แต่ความสามารถของ
แลกเคสในการย่อยสลายสารประกอบ PAHs เหล่านี /ลดลงเป็น 71.71 62.9 80.49 85.85 และ
9.14 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดบั เมื�อไม่มีสารมีเดียเอเตอร์ในปฏิกิริยาการย่อยสลาย (Punnapayak 
และคณะ, 2009)   

รา Trametes versicolor มียีน 4 ยีนที�ควบคมุการแสดงออกของแลกเคสทั /งหมด 4 ไอโซ
ไซม์ ได้แก่ lccα  lccβ  lccγ และ lccδ ซึ�งทั /งหมดถกูโคลนและแสดงออกใน Pichia pastoris โดย
รีคอมบิแนนท์แลกเคสทั /ง 4 ไอโซไซม์ ถกูนําไปใช้ทดสอบการย่อยสลายสารประกอบ PAHs ได้แก่ 
แนพทาลีน  ฟลอูอรีน  แอนทราซีน  ฟีแนนทรีน  อะซีแนพทีน และอะซีแนพทิลีน แล้ววิเคราะห์
ประสิทธิภาพในการย่อยสลาย และผลิตภัณฑ์ที�เกิดขึ /นหลังจากผ่านไป 72 ชั�วโมง ด้วยเครื�อง 
GC/MS พบวา่ Lccβ มีประสิทธิภาพในการยอ่ยสลารสารประกอบ PAHs สงูสดุ  โดยสามารถย่อย
สลายฟลอูอรีนได้ 45 เปอร์เซ็นต์  อะซีแนพทีน 50 เปอร์เซ็นต์ และอะซีแนพทิลีน 18 เปอร์เซ็นต์  
รองลงมาคือ Lccα สามารถย่อยสลายฟลอูอรีนได้ 30 เปอร์เซ็นต์  อะซีแนพทีน 20 เปอร์เซ็นต์ 
และอะซีแนพทิลีน 10 เปอร์เซ็นต์  Lccγ สามารถยอ่ยสลายอะซีแนพทีน 15 เปอร์เซ็นต์  ส่วน Lccδ 
ไม่สามารถย่อยสลายสารประกอบ PAHs ใดๆ ได้เลย  จากนั /นเมื�อเติมสารประกอบ ABTS ลงไป
ในปฎิกิริยาพบว่าประสิทธิภาพในการย่อยสลายเพิ�มมากขึ /น โดย Lccβ สามารถย่อยฟลูออรีนได้
เป็น 82 เปอร์เซ็นต์  อะซีแนพทีนใกล้ 100 เปอร์เซ็นต์ และอะซีแนพทิลีน 85 เปอร์เซ็นต์  Lccα 
ย่อยสลายฟลูออรีนได้เป็น 50 เปอร์เซ็นต์  อะซีแนพทีน 35 เปอร์เซ็นต์ และอะซีแนพทิลีน 25 
เปอร์เซ็นต์  ส่วน Lccγ พบมีการย่อยสลายฟลูออรีนแต่อยู่ในระดบัตํ�ามาก  อะซีแนพทีนเพิ�มเป็
 55 เปอร์เซ็นต์ และอะซีแนพทิลีนประมาณ 15 เปอร์เซ็นต์ และ Lccδ พบมีการย่อยสลายฟลอูอรีน
ในระดบัตํ�ามาก  อะซีแนพทีน 25 เปอร์เซ็นต์ และอะซีแนพทิลีนประมาณ 15 เปอร์เซ็นต์ และพบว่า
เมื�อมีการเติม ABTS แลกเคสทั /ง 4 ไอโซไซม์สามารถย่อยสลายแอนทราซีนได้ซึ�ง Lccβ สามารถ
ย่อยแอนทราซีนได้สงูที�สดุถึง 83 เปอร์เซ็นต์  Lccα  52 เปอร์เซนต์  Lccγ 63 เปอร์เซ็นต์ และ 
Lccδ สามารถยอ่ยสลายแอนทราซีนได้ในระดบัที�ตํ�ามาก  แตอ่ยา่งไรก็ตามแลกเคสทั /ง 4 ไอโซไซม์
ไม่สามารถย่อยสลายแนพทาลีนและฟีแนนทรีนไ ด้ในปฎิ กิ ริยาที� มีการเติมสาร ABTS 
(Koschorreck และคณะ, 2008) 
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ยีนแลกเคสของรา Myceliophthora thermophila variant T2 (MtLT2) ถกูโคลนเข้าสู ่
Saccharomyces cerevisiae เพื�อปรับปรุงประสิทธิภาพและความสามารถของแลกเคสในการทน
ตอ่ความเข้มข้นของสาร organic co-solvents ที�ใช้ในการเพิ�มการละลายของสารประกอบ PAHs 
ที�ถูกบําบดั  แต่สาร organic co-solvents เหล่านี /มีผลเชิงลบตอ่โครงสร้างของโปรตีน  ดงันั /นจึง
คดัเลือกโคลนที�สร้างขึ /นผ่านวิธี random mutagenesis  แล้วทดสอบความสามารถในการทนต่อ
ความเข้มข้นตา่งๆ ของอะซิโตไนไตรด์และเอทานอลด้วยวิธี directed evolution  จากนั /นนําโคลน 
2B10 ที�มีประสิทธิภาพในการทนตอ่อะซิโตไนไตรด์ 30% (v/v) และเอทานอล 50% (v/v) เพิ�มขึ /น 
7.5 และ 4.0 เท่าตามลําดบั เมื�อเทียบกับตวัต้นแบบคือ MtLT2  จากการทดสอบการย่อยสลาย  
แอนทราซีนความเข้มข้น 20 ไมโครโมลาร์  โดยในปฎิกิริยามีการเติมสารมีเดียเอเตอร์ ABTS และ 
organic co-solvents คือ อะซิโตไนไตรด์ 20% (v/v) พบว่าแอนทราซีนถกูย่อยสลายอย่างสมบรูณ์
ใน 24 ชั�วโมง (Zumarraga และคณะ, 2007) 
 
การศึกษายีนแลกเคสจากรา Agrocybe sp. CU43  

กลุนี ชพูึ�งอาตม์ (2550) ได้คดัแยกราจากแหล่งตา่งๆในประเทศไทยเพื�อคดักรองหาราที�มี
ศักยภาพสูงในการบําบัดสารประกอบพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน และพบว่ารา 
Agrocybe sp. CU43 มีความสามารถในการย่อยสลายสารประกอบ PAHs ทั /งชนิดที�มีนํ /าหนั
โมเลกลุตํ�า เชน่ แอนทราซีน  ฟีแนนทรีน และฟลอูอรีน และชนิดที�มีนํ /าหนกัโมเลกลุสงู เชน่ ฟลอูอ
นทีน และไพรีนได้  จากงานวิจยัพบว่า Agrocybe sp. CU43 สามารถย่อยสลายฟลอูอรีนความ
เข้มข้น 100 ppm ได้ 100 เปอร์เซ็นต์ ภายในเวลา 6 วนั  โดยในระหว่างการย่อยสลายนี /พบว่ามี
แอกติวิตีการทํางานของแลกเคสประมาณ 470 ยนูิตต่อมิลลิลิตร  จากฐานข้อมลูที�มีในปัจจบุนั
พบว่ายังไม่มีลําดับนิวคลีโอไทด์และลําดับกรดอะมิโนของแลกเคสจากราในสกุล Agrocybe 
รายงานไว้  กุลนี ชูพึ�งอาตม์ จึงได้นําลําดบักรดอะมิโนของแลกเคสจากราหลายชนิดมาจดัเรียง
เทียบ จากนั /นได้ออกแบบไพรเมอร์ที�จําเพาะกบับริเวณจบัอะตอมคอปเปอร์ที�มีการอนรัุกษ์สงู แล้ว
นําไปทําปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้จีโนมิกดีเอ็นเอของ Agrocybe sp. CU43 เป็นแม่แบบ  
เมื�อวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์แล้วพบวา่ประมวลรหสับางสว่นของแลกเคส 

เต็มศิริ ตนัติบุญทวีวฒัน์ (2550) ได้ใช้ลําดบันิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีนแลกเคสจากรา 
Agrocybe sp. CU 43 จากงานวิจยัของ กลุนี ชพูึ�งอาตม์ (2550) ในการโคลนจีโนมิกดีเอ็นเอของ
ยีนแลกเคสเต็มยีนจากจีโนมิกดีเอ็นเอของรา Agrocybe sp. CU43 ด้วยวิธีจีโนมวอร์กกิงซึ�งใช้
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หลกัการการทําปฎิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสแบบ nested PCR  จากการทําปฎิกิริยาลกูโซ่ครั /งนี /ทํา
ให้ได้ชิ /นสว่นของแลกเคส 2 ชิ /นส่วน  เมื�อนําชิ /นส่วนทั /ง 2 มาจดัเรียงเทียบกนัพบว่ายีนแลกเคสบน
จีโนมิกดีเอ็นเอมีขนาด 3,083 bp  โดยมี CAAT box และ TATA box ที�ได้จากการทํานายที�บริเวณ 
161 และ 54 bp เหนือจดุเริ�มต้นของการถอดรหสั ATG  ตามลําดบั  มีกรอบรหสัเปิดจากการ
ทํานายขนาด 1,569 bp ซึ�งประกอบด้วยบริเวณอินทรอน 12 ตําแหน่ง มีขนาดตั /งแต ่29 ถึง 81 bp 
และทํานายว่าจะแปลรหสัออกมาเป็นโปรตีนที�มีกรดอะมิโน 522 หมู่ และมี signal peptide ที�
ตําแหน่งของกรดอะมิโน 1-19 โดยมีตําแหน่งตดั (cleavage site) ระหว่างกรดอะมิโนตําแหน่งที� 
19 และ 20  จากลําดบันิวคลีโอไทด์ทั /งหมดของยีนแลกเคสจากจีโนมิกดีเอ็นเอของรา Agrocybe 
sp. CU43 ที� ได้จากงานวิจัยนี /ทําให้ต่อมาในงานวิจัยของ Tantibunthaweewat และ 
Rerngsamran (2009) ได้ออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์จากงานวิจยัของเต็มศิริ ตนัติบุญ
ทวีวัฒน์ (2550)  เพื�อใช้ในการโคลนยีนแลกเคสเต็มจากจีโนมิกดีเอ็นเอของรา Agrocybe sp. 
CU43 และพบวา่ยีนแลกเคสที�ได้มีขนาดประมาณ 2.4 kb  อย่างไรก็ตามงานวิจยันี /มีวตัถปุระสงค์
เพื�อการแสดงออกของยีนแลกเคสในเซลล์เจ้าบ้าน E. coli  ดงันั /นงานวิจยันี /จึงใช้ประโยชน์จาก
ลํ า ดับ นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด์ ทั /ง ห ม ด ข อ ง ยี น แ ล ก เ ค ส จ า ก จี โ น มิ ก ดี เ อ็ น เ อ จ า ก ง า น วิ จัย ข อ ง 
Tantibunthaweewat และ Rerngsamran (2009) ในการออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์
เพื�อใช้ในการโคลนยีนแลกเคสจาก cDNA ของรา Agrocybe sp. CU43  เพื�อใช้รีคอมบิแนนท์แลก
เคสในการบําบดัฟลอูอรีนตอ่ไป 
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บทที� 3 
 

อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีดาํเนินการทดลอง 
 
3.1 อุปกรณ์ที�ใช้ในงานวิจัย 
 

1. เครื�องเขย่าควบคมุอุณหภูมิ (Incubator shaker) รุ่น GyromaxTM737 บริษัท Amerex 
Instruments Inc., USA และรุ่น InnovaTM4330 บริษัท New Brunswick Scientific Co., 
Inc., Edison, N.J., USA 

2. เครื�องเขยา่เจล SDS-PAGE (Mini-rocker shaker) รุ่น MR-1 บริษัท Biosan Ltd., Latvia 
3. เครื�องควบคมุอณุหภูมิและระเหยแห้งแบบให้ความร้อน รุ่น AccublockTM Digital Dry 

Bath บริษัท Labnet international, Inc., USA 
4. เครื�องชั�ง รุ่น PG 6002-S และรุ่น AG285 บริษัท Mettler-Toledo Co., Ltd., Switzerland 
5. เครื�องตรวจสอบและถ่ายภาพเจล (Gel documentation system) รุ่น Gel DOC 2000TM 

และโปรแกรม Quantity One Version 4.4.1 บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA 
6. เครื�องทํานํ /าปลอดประจ ุ(Ultra pure water) รุ่น Maxima บริษัท Elga, UK 
7. เครื�องทําให้แห้งด้วยระบบสญุญากาศ (Freeze dryer) รุ่น FD-1 บริษัท Tokyo Rikakikai 

Co., Ltd., Japan  
8. เครื�องทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (Agarose gel electrophoresis) รุ่น Mini gel 

electrophoresis system บริษัท Mupid-2 Advance, Japan และรุ่น i-Myrun 
electrophoresis complete system บริษัท Cosmo bio, Japan 

9. เครื�องทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสโปรตีน (SDS-PAGE) รุ่น Mini PROTEAN®3 Cell  

บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA 
10. เครื�องนึ�งฆ่าเชื /อ (Autoclave) รุ่น SS-325 และรุ่น ES-315 บริษัท Tomy Seiko, Co., 

Ltd., Japan, รุ่น MLS 3020 บริษัท Sanyo Co., Ltd., Japan และรุ่น HV -25, บริษัท 
Hirayama, Co.,Ltd., Japan 

11. เครื�องปั�นเหวี�ยงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) รุ่น SP220VAC บริษัท Bio-Active Co., 
Ltd., Thailand  

12. เครื�องปั�นเหวี�ยงชนิดควบคมุอณุหภูมิ (High speed refrigerated centrifuge) รุ่น 6500, 
รุ่น 1920 และรุ่น 3700 บริษัท Kubota Corporation, Japan 
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13. เครื�องปั�นเหวี�ยงชนิดตั /งโต๊ะ (Bench-top centrifuge) รุ่น Mikro120 บริษัท Hattich 
Zentrifugen, Germany 

14. เครื�องปั�นเหวี�ยง รุ่น 5200 บริษัท Kubota Corporation, Japan 
15. เครื�องผสมสาร (Vortex-Genie2) รุ่น G-560E บริษัท Scientific Industries Inc., USA 
16. เครื�องเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA thermal cycle) รุ่น 2400 บริษัท Perkin ElmerTM 

Instruments, USA 
17. เครื�องระเหยแห้งระบบสญุญากาศ (Concentrator) รุ่น 5301 บริษัท Eppendorf AG, 

Germany 
18. เครื�องวดัคา่การดดูกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Spectronic 20 Genesys บริษัท 

Thermo Spectronic, USA 
19. เครื�องวดัค่าการดดูกลืนแสงของสารพนัธุกรรมด้วยรังสียูวี (UV-VIS spectometer) รุ่น 

Lambda25 และโปรแกรม UV Winlab บริษัท Perkin ElmerTM Instruments, USA 
20. เครื�องวดัความเข้มข้นดีเอ็นเอ รุ่น Qubit® 2.0 Fluorometer บริษัท Invitrogen, USA 
21. เครื�องวดัค่าความเป็นกรดเบส (Digital pH meter) รุ่น SevenEasy บริษัท Mettler-

Toledo Co., Ltd., Switzerland 
22. เครื�อง UV transilluminator (Foto-Prep UV transilluminator) รุ่น Fotodyne 3-3500

บริษัท Pegasus Scientific Inc., USA 
23. ตู้ เขี�ยเชื /อ (Laminar flow cabinet) รุ่น Clean บริษัท Lab Service Ltd., Part., Thailand 

และ Bosstech รุ่น HVB 120S บริษัท Boss Scientific Associate L.P., Thailand 
24. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งตํ�า (Deep freezer) อณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส บริษัท Sanyo 

Electric, Japan 
25. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งตํ�า (Deep freezer) อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส บริษัท Forma 

Scientific, USA และ Sanyo Electric, Japan 
26. ตู้บม่ (Incubator) รุ่น BE800 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 
27. ตู้เย็น (Refrigerator) รุ่น Tiara บริษัท Mitsubishi Electric, Thailand 
28. ตู้อบความร้อน (Hot air oven) รุ่น UE600 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 
29. ตู้อบความร้อน รุ่น UL80 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 
30. ไมโครปิเปตต์ (Micropipette) รุ่น P10, P20, P100, P200, P1000, P5000 บริษัท 

Gilson, France 
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31. อา่งนํ /าควบคมุอณุหภมูิ (Water bath) รุ่น WB14 บริษัท Memmert Co., Ltd., Germany 
32. อ่างนํ /าทําความเย็นควบคมุอณุหภมูิ รุ่น CCA-1110 และรุ่น cool ace CA-1111 บริษัท 

Tokyo Rikakikai Co., Ltd., Japan  
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3.2 เคมีภัณฑ์และชุดทดสอบสาํเร็จ 
 

1. กรดอะซิตกิ บริษัท Merck, Germany 
2. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) บริษัท Merck, Germany 
3. กลีเซอรอล (Glycerol) บริษัท Merck, Germany 
4. กลโูคส บริษัท Merck, Germany 
5. กวัเอคอล บริษัท Fluka, USA 
6. ไกลซีน บริษัท Amresco Inc., USA 
7. คลอแรมเฟนิคอล บริษัท Nacalai tesque, Japan 
8. คลอโรฟอร์ม (CHCl3) บริษัท RCL Labscan Co., Ltd., Ireland 

9. คอปเปอร์ (II) ซลัเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4⋅5H2O) บริษัท Ajax Finechem Pty Ltd., 
Australia 

10. คานามยัซิน บริษัท Nacalai tesque, Japan 

11. แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2⋅2H2O) บริษัท Merck, Germany 

12. โคบอลคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (CoCl2⋅6H2O) บริษัท May&Baker Ltd., England 
13. ชดุสําเร็จสําหรับวดัความเข้มข้นดีเอ็นเอ Quant-itTM dsDNA BR Assay Kit บริษัท 

Invitrogen, USA 
14. ชดุสําเร็จสําหรับทําบริสทุธิดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล < QIAquick Gel Extraction Kit บริษัท 

Qiagen, Germeny 
15. ชดุสําเร็จสําหรับทําบริสทุธิโปรตีน<  TALON® Metal Affinity Resins User Manual บริษัท 

Clontech Laboratories, Inc., USA 
16. ชุดสําเร็จสําหรับทําบริสุทธิผลิตภัณฑ์จากปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส < QIAquick PCR 

Purification Kit บริษัท Qiagen, Germany 
17. ชดุสําเร็จสําหรับสกดัพลาสมิด QIAprep Spin Miniprep Kit บริษัท Qiagen, Germeny 
18. ชดุสําเร็จสําหรับสกดัอาร์เอ็นเอ AurumTM Total RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit 

บริษัท Bio-Rad Laboratories Inc., USA 
19. ชุดสําเร็จสําหรับสังเคราะห์สาย cDNA สายแรก RevertAidTM First Strand cDNA 

Synthesis Kit บริษัท Fermentas, USA 

20. ซิงค์ซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4⋅7H2O) บริษัท Carlo Erba Reagenti, Italy 
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21. ซูโครส บริษัท Merck, Germany 
22. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) บริษัท Merck, Germany 
23. โซเดียมอะซิเตท (NaOAc) บริษัท Merck, Germany 
24. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) บริษัท Merck, Germany 
25. ทริปโตน (Tryptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 
26. แบคโตเพบโตน (Bactopeptone) บริษัท Difco Laboratories, USA 
27. แบคโตอะการ์ บริษัท Difco Laboratories, USA 
28. โบรโมฟีนอลบล ูบริษัท LabChem Inc., Australia 
29. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) บริษัท Merck, Germany 
30. โพแทสเซียมอะซิเตท (KOAc) บริษัท Merck, Germany 
31. ฟอร์มาไมด์(CH3NO) บริษัท Bio Basic Inc., Canada 
32. ฟีนอล (Equilibrated Phenol, pH 8.0) บริษัท USB Corporation, USA 
33. ฟลอูอรีน บริษัท Sigma-Aldrich, Co., USA 

34. แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4⋅7H2O) บริษัท Merck, Germany 

35. แมงกานีส (II) คลอไรด์เตตระไฮเดรต (MnCl2⋅4H2O) บริษัท Carlo Erba Reagenti, Italy 

36. แมงกานีส (II) ซลัเฟตโมโนไฮเดรต (MnSO4⋅H2O) บริษัท Merck, Germany 
37. ยเูรีย (CH4N2O) บริษัท Merck, Germany 
38. รูบเิดียมคลอไรด์ (RbCl) บริษัท Sigma-Aldrich, Co., USA 
39. สารสกดัจากมอลต์ (Malt extract) บริษัท RCL Labscan Co., Ltd., Ireland 
40. สารสกดัจากยีสต์ (Yeast extract) บริษัท Bio-Springer, France 
41. อะกาโรสเจล (SeaKem® LE Agarose) บริษัท Cambrex Bio Science Rockland, Inc., 

USA 
42. เอทานอล บริษัท Merck, Germany 
43. เอธิเดียมโบรไมด์ บริษัท BioExcellence CO., Ltd., Thailand 
44. เอนไซม์ตดัจําเพาะ BamHI, EcoRI, NcoI บริษัท New England BioLabs, USA 
45. เอนไซม์ตดัจําเพาะ FastDigest® NcoI, PstI, XhoI, BglII บริษัท Fermentas, USA 
46. เอนไซม์ Ribonuclease A (RNase A) บริษัท USBiological, USA 
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47. เอนไซม์ Taq DNA Polymerase with ThermoPol buffer บริษัท New England 
BioLabs, USA, Taq DNA Polymerase (recombinant) และ pfu DNA Polymerase 
บริษัท Fermentas, USA 

48. เอนไซม์ T4 DNA Ligase บริษัท New England BioLabs, USA 
49. แอมพิซิลลิน บริษัท Bio Basic Inc., Canada 
50. แอมโมเนียมไนเตรต (NH4NO3) บริษัท J.T.Baker, USA 
51. แอมโมเนียมเพอร์ซลัเฟต [(NH4)2S2O8] บริษัท Bio Basic Inc., Canada 

52. ไอรอน (II) ซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4⋅7H2O) บริษัท Merck, Germany 
53. 2,2’-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)diammonium salt บริษัท 

Sigma-Aldrich, Co., USA 
54. 2% Bis-Acrylamide บริษัท Amersham Biosciences AB, Sweden 
55. 2-Mercaptoethanol บริษัท Bio-Rad Laboratories, USA 
56. 2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid (MES) บริษัท Sigma-Aldrich, Co., USA 
57. 6X Loading Dye บริษัท Fermentas, USA 
58. 40% m/v ฟอร์มลัดีไฮด์ บริษัท Carlo Erba Reagenti, Italy 
59. 40% Acrylamide PAGE บริษัท Amersham Biosciences AB, Sweden 
60. Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad Laboratories, USA) 
61. Coomassie brilliant blue R250 บริษัท Fluka, Germany 
62. dATP, dGTP, dTTP, dCTP บริษัท Fermentas, USA 
63. DEPC (C6H10O5) บริษัท Bio Basic Inc., Canada 

64. EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2⋅2H2O) บริษัท Sigma-
Aldrich, Co., USA 

65. GeneRuler 1Kb DNA Ladder บริษัท Fermentas, USA 
66. IPTG (Isopropyl thio-ß-D galactoside) บริษัท Fermentas, USA และ Promega, USA 
67. MOPS, FREE ACID บริษัท Bio Basic Inc., Canada 
68. Purified BSA 100X บริษัท New England BioLabs, USA 
69. Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) บริษัท Amresco Inc., USA 
70. TEMED (C6H16N2) บริษัท Bio Basic Inc., Canada 
71. Tris [Tris(hydroxymethyl)aminomethane] บริษัท Research organics, USA 
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72. Unstained Protein MW Marker บริษัท Fermentas, USA 
73. X-gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-ß-D-galactoside) บริษัท Bio Basic Inc., 

Canada 
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3.3 จุลินทรีย์ที�ใช้ในงานวิจัย 
 
        3.3.1 รา 
 รา Agrocybe sp. CU43 (Chupungars และคณะ, 2009; กลุนี ชพูึ�งอาตม์, 2550)  ซึ�งมี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม์แลกเคส 
 

 3.3.2 แบคทีเรีย 
 แบคทีเรียและจีโนไทป์ของแบคทีเรียที�ใช้ในการทดลองแสดงในตารางที� 3.1 
 
ตารางที� 3.1 จีโนไทป์ของแบคทีเรียที�ใช้ในการทดลอง 
 

แบคทีเรีย จีโนไทป์ เอกสารอ้างอิง 

Escherichia coli สายพนัธุ์ 
DH5α 

supE44, deoR, 
∆lacU169(φ80lacZ∆M15), 
hsdR17, recA1, endA1, gyrA96, thi-
1, relA1 

Hanahan (1983) 

Escherichia coli สายพนัธุ์ 
Rosetta-Gami B(DE3)pLysS 
 

F- ompT hsdSB(rB-mB-) gal dcm 

lacY1 ahpC (DE3) gor522::Tn10 
trxB pLysSRARE (CamR, KanR, TetR) 

Novagen, Germany 

 
 
3.4 พลาสมิดและโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ 
 
        พลาสมิดและโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ที�ใช้ในการทดลองแสดงในตารางที� 3.2 และ 3.3 
ตามลําดบั 
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ตารางที� 3.2 ลักษณะสมบัตขิองพลาสมิดที�ใช้ในการทดลองนี P 
 

พลาสมิด ลักษณะสมบัติ เอกสารอ้างอิง 

pGEM®-T Easy Vector Ampr, PT7 , lacZ Promega, USA 
pET-26b(+) KanR, PT7 lac, His⋅Tag®, pelB coding 

sequence 

Novagen, Germany 

pET-21c(+) Ampr, PT7 lac, T7⋅Tag®11, His⋅Tag®  Novagen, Germany 

pET2126_4 Ampr, พลาสมิด pET-21c(+) ที�บริเวณ 
multiple cloning site ถกูแทนที�ด้วยบริเวณ 
pelB coding sequence และ multiple 
cloning site ของ pET-26b(+)  

สร้างในการทดลองนี / 

pTTLC Ampr, พลาสมิด pGEM-T easy vector ที�มี
ชิ /นส่วนของดีเอ็นเอที�ได้จากการทําปฎิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรส ด้วยไพรเมอร์ lacC-F1 
และ lacC-R5 แทรกอยู ่ 

สร้างในการทดลองนี / 

pETSS_7 Ampr, พลาสมิด pET2126_4 ที�มีชิ /นส่วนดี
เอ็นเอของยีนแลกเคสที�เชื�อมต่ออยู่กับ His 
tag ทางด้าน 3’ และทางด้าน 5’ มี signal 
sequence ของยีนแลกเคสแทรกอยู ่

สร้างในการทดลองนี / 

pETNS_1 Ampr, พลาสมิด pET2126_4 ที�มีชิ /นส่วนดี
เอ็นเอของยีนแลกเคสที�เชื�อมต่ออยู่กับ His 
tag ทางด้าน 3’ และทางด้าน 5’ ไม่มี signal 
sequence ของยีนแลกเคสแทรกอยู ่

สร้างในการทดลองนี / 
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ตารางที� 3.3 ลาํดับนิวคลีโอไทด์และค่า Tm ของไพรเมอร์ที�ใช้ในการทดลองนี P 
 

โอลิโกนิวคลีโอไทด์
ไพรเมอร์ 

ลาํดับนิวคลีโอไทด์ 5’-->3’ (Tm) 
 

เอกสารอ้างอิง 

lacC-F1 GTC CCT TTG TTC TCG CA ( 57.2 
องศาเซลเซียส) 

เตม็ศริิ  ตนัติบญุทวีวฒัน์
(2550) 

lacC-R5 CTG GGA AAT CAG TTG TTG AAG 
AC (61 องศาเซลเซียส) 

สร้างในการทดลองนี / 

lac F-1 ACC TGC ATC GGA CGC GAC TTT 
GAT CAA C (69 องศาเซลเซียส) 

เต็มศิริ  ตันติบุญทวีวัฒน์
(2550) 

lac-R1  ACG TTG ACG GAG TCG ACC TCG 
ATG ATC (69.2 องศาเซลเซียส) 

เต็มศิริ  ตันติบุญทวีวัฒน์
(2550) 

lacC-R3 AGT GAA CCA ATG TCC TCT CG 
(60.4 องศาเซลเซียส) 

สร้างในการทดลองนี / 

lacCFnoSS ATT TCC AGC ACC TAT GCT GCC 
ATG GGT C (69 องศาเซลเซียส) 

สร้างในการทดลองนี / 

lacC-F4 TGT TCT CGC AAA CCA TGG TTC 
TC (62.8 องศาเซลเซียส) 

สร้างในการทดลองนี / 

lacC-R4 TGG GAG GAT CCT TGT TGA AGA 
CTT G (64.6 องศาเซลเซียส) 

สร้างในการทดลองนี / 

 
3.5 การเก็บรักษาจุลินทรีย์ที�ใช้ในงานวิจัย 
 
        3.5.1 การเก็บรักษารา 
 3.5.1.1 การเก็บรักษาราในระยะสั /น 
  เขี�ยเส้นใยรา Agrocybe sp. CU43 ลงบนอาหารแข็งเอียง Malt extract agar 
(ภาคผนวก ก1) บ่มที�อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7-10 วนั และนําไปเก็บรักษาที�อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จนกวา่จะนํามาใช้ และถ่ายเชื /อลงในอาหารใหมท่กุ 1 เดือน 
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 3.5.1.2 การเก็บรักษาในระยะยาว 
  เขี�ยเส้นใยรา Agrocybe sp. CU43 ลงบนอาหารแข็ง Malt extract agar บม่ที�
อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 7-10 วนั  จากนั /นเขี�ยเส้นใยเลี /ยงในอาหารเหลว Malt extract (ภาคผนวก ก
2)  นําไปบม่โดยเขย่าที� 120 รอบตอ่นาที อณุหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 สปัดาห์  นํา 
เส้นใยมาทําไลโอฟิไลซ์ (lyophilization) และเก็บรักษาในรูปเส้นใยแห้งที�อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 
 
        3.5.2 การเก็บรักษาแบคทีเรีย 
 3.5.2.1 การเก็บรักษาแบคทีเรียในระยะสั /น 
  เลี /ยง E. coli บนอาหารแข็งเอียง Luria-Bertani (ภาคผนวก ก3) บม่ที�อณุหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั�วโมง และนําไปเก็บรักษาที�อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่า
จะนํามาใช้ และถ่ายเชื /อลงในอาหารใหมท่กุ 1 เดือน 
 
 3.5.2.2 การเก็บรักษาแบคทีเรียในระยะยาว 
  เลี /ยง E. coli ในอาหารเหลว LB (ภาคผนวก ก4) โดยการเขย่าที�ความเร็ว 200 
รอบตอ่นาที ที�อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชั�วโมง หลงัจากนั /นนําเชื /อมาผสมกบั
กลีเซอรอล (ภาคผนวก ข1) ในอตัราส่วนนํ /าเลี /ยงเชื /อตอ่กลีเซอรอล 1:1 โดยปริมาตร โดยปริมาตร
รวมเท่ากับ 1 มิลลิลิตร  บรรจุลงในหลอดเก็บเชื /อแช่แข็งที�ปลอดเชื /อ เก็บรักษาที�อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 เดือน หรือเก็บที�อณุหภมูิ -70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ปี 
 
3.6 การเลี Pยงรา Agrocybe sp. CU43 เพื�อสกัดอาร์เอ็นเอ 
 
 เลี /ยงรา Agrocybe sp. CU43 บนอาหารแข็ง malt extract ที�อณุหภูมิห้องเป็นเวลา 10 
วนั  จากนั /นเพิ�มจํานวนของเชื /อโดยเขี�ยเส้นใยราใส่ในอาหารเหลว malt extract ปริมาตร 150 
มิลลิลิตรในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร ที�มีลกูแก้ว 7 ลกู  นําไปบม่โดยเขย่าที� 120 รอบตอ่นาที 
อณุหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 สปัดาห์  เก็บเส้นใยราโดยนําไปปั�นเหวี�ยงที� 8,000 รอบ
ตอ่นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 10 นาที  แล้วล้างตะกอนเส้นใยราด้วยนํ /าปลอดเชื /อ 1 ครั /ง  
จากนั /นชั�งเส้นใยราที�ได้ 25 กรัม ใสล่งในอาหารเลี /ยงเชื /อจํากดัไนโตรเจน (ภาคผนวก ก5) ปริมาตร 
225 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ที�มีลกูแก้ว 7 ลกู และมีฟลอูอรีนความเข้มข้น 500 ppm (ภาคผนวก ข2) 
เพื�อใช้ชกันําให้เกิดการผลิตเอนไซม์แลกเคส  นําไปบ่มโดยเขย่าที� 120 รอบต่อนาที อณุหภูมิ 28 
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องศาเซลเซียส  จากนั /นวดัแอกตวิิตีของเอนไซม์ตามวิธีในข้อ 3.6.1 และเก็บเส้นใยของราในวนัที�ให้
แอกติวิตีสงูสดุโดยนําไปปั�นเหวี�ยงที� 8,000 รอบตอ่นาที อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 10 นาที  แล้ว
ห่อเส้นใยราด้วยฟอยล์ที�ปราศจากเชื /อแช่ลงในไนโตรเจนเหลวก่อนนําไปไลโอฟิไลซ์จนแห้ง  เก็บ
เส้นใยราที�แห้งแล้วที�อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
        3.6.1 การหาแอกตวิิตีของเอนไซม์แลกเคส 
 ทดสอบหาแอกติวิตีของเอนไซม์แลกเคสตามวิธีของ Bourbonnais และ Paice (1990) 
โดยในปฎิกิริยาประกอบด้วย 
       นํ /าเลี /ยงเชื /อ                     ปริมาตรที�เหมาะสมตอ่การวดัคา่การดดูกลืนแสง 
       500 มิลลิโมลาร์ บฟัเฟอร์โซเดียมอะซิเทต  250  ไมโครลิตร 
                  (ความเป็นกรดเบส 4.5) (ภาคผนวก ข3) 

      10 มิลลิโมลาร์ ABTS (ภาคผนวก ข4)   250  ไมโครลิตร 
 
      ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยบฟัเฟอร์โซเดียมอะซิเทตให้เป็น 2500 ไมโครลิตร  บนัทึกคา่

การเปลี�ยนแปลงทกุๆ 15 วินาที เป็นเวลา 300 วินาที  ด้วยเครื�องวดัคา่การดดูกลืนแสงที�ความยาว
คลื�น 420 นาโนเมตร โดย 1 หนว่ยของแลกเคส หมายถึงปริมาณเอนไซม์ที�ออกซิไดส์ ABTS ความ
เข้มข้น 1 ไมโครโมล ในเวลา 1 นาที (ε420 = 36000 m-1cm-1) ภายใต้ภาวะมาตรฐาน 

 
3.7 การสกัดอาร์เอ็นเอจากรา Agrocybe sp. CU43 
 
 ก่อนการสกัดนําโกร่งและที�บดแช่โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.1 นอร์มัล 
(ภาคผนวก ข5) เป็นเวลา 15 นาที  จากนั /นล้างออกด้วยนํ /ากลั�นปลอดประจปุลอดเชื /อ  นําโกร่งแล
ที�บดที�แห้งแล้ว รวมถึงทิปที�ใช้ในการดดูสารและหลอดไมโครฟิวจ์ไปนึ�งฆ่าเชื /อแล้วอบให้แห้ง  โดย
นํ /าและอปุกรณ์ทั /งหมดไมใ่ช้ร่วมกบังานด้านดีเอ็นเอ  เริ�มต้นสกดัอาร์เอ็นเอโดยใช้ชดุสําเร็
 AurumTM Total RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit (Bio-Rad Laboratories Inc., USA)  บด
เส้นใยราจากข้อ 3.6 ให้ละเอียดด้วยโกร่งที�มีไนโตรเจนเหลว (ระวงัไม่ให้เส้นใยราเกิดการละลาย)  
เติม PureZOL 1 มิลลิลิตรตอ่เส้นใย 100 มิลลิกรัม  บดให้เข้ากนัแล้วดดูแบง่ใส่หลอดไมโครฟิวจ์
ขนาด 2.0 มิลลิลิตร หลอดละ 1 มิลลิลิตร  บม่ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 5 นาที  แล้วนําไปปั�นเหวี�ยง
ที� 12,000 g 4 องศาเซลเซียส 10 นาที  ดดูส่วนใสใส่หลอดไมโครฟิวจ์ขนาด 2.0 มิลลิลิตรหลอด
ใหม่  เติมคลอโรฟอร์ม 0.2 มิลลิลิตร  เขย่าหลอดไปมาเป็นเวลา 15 วินาที  จากนั /นบ่มที�
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อณุหภมูิห้อง 5 นาที โดยมีการผสมให้เข้ากนัเป็นระยะ  แล้วนําไปปั�นเหวี�ยงที� 12,000 รอบตอ่นาที 
4 องศาเซลเซียส 15 นาที  ดดูสว่นนํ /าใสด้านบนใสห่ลอดไมโครฟิวจ์ขนาด 2.0 มิลลิลิตรหลอดใหม ่ 
เติมเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ข6) ที�เตรียมด้วยนํ /า DEPC (ภาคผนวก ข7) ลงไปใน
ปริมาตรที�เทา่กนักบัสว่นนํ /าใสที�ดดูได้  ผสมให้เข้ากนัโดยใช้ปิเปตต์ดดูขึ /นลง  ดดูสารละลายผสมที
ได้ครั /งละ 700 ไมโครลิตร ใส่ลงใน RNA binding mini column  นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 
13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 60 วินาที  เทส่วนนํ /าใสที�อยูใ่นหลอดด้านลา่งทิ /ง  แล้วทําซํ /า
ตวัอย่างอาร์เอ็นเอหมด  เติมสารละลาย low-stringency wash 700 ไมโครลิตร ลงในคอลมัน์  
นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 วินาที  จากนั /นเทส่วนนํ /าใสที�อยูใ่
หลอดด้านล่างทิ /ง  เติม DNaseI (ภาคผนวก ข8) 80 ไมโครลิตร ลงตรงกลางเมมเบรนของคอลมัน์  
บม่ที�อณุหภูมิห้อง 15 นาที  นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 30 วินาที  
เทส่วนนํ /าใสที�อยูใ่นหลอดด้านลา่งทิ /ง  เตมิสารละลาย high-stringency 700 ไมโครลิตร ลงใน
คอลมัน์  นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 60 วินาที  เทส่วนใสที�อยู่ใน
หลอดด้านล่างทิ /ง  นําไปปั�นเหวี�ยงเพิ�มอีกครั /งที�ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที  
ย้ายคอลมัน์ไปยงัหลอดไมโครฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  ดดูนํ /า DEPC (อุ่นที�อณุหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส) 30-40 ไมโครลิตร ลงไปตรงกลางเมมเบรนของคอลมัน์  บ่มที�อุณหภูมิห้อง 1 นาที  
นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 2 นาที  แล้วชะคอลมัน์ด้วยนํ /า DEPC ซํ /
อีกครั /ง  เก็บอาร์เอ็นเอที� -70 องศาเซลเซียส 
 
3.8 การวัดปริมาณความเข้มข้นและความบริสุทธิของอาร์เอ็นเอY  
 
 นําอาร์เอ็นเอที�สกดัได้จากข้อ 3.7 ไปวดัคา่การดดูกลืนแสง (Absorbance, A) ที�ความยาว
คลื�น 260 และ 280 นาโนเมตร (A260และA280) เพื�อหาความเข้มข้นและความบริสทุธิของอาร์เอ็นเอ<  
 

สมการคํานวณหาความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอ 
ความเข้มข้นของอาร์เอ็นเอ (ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) = A260 x 40* x dilution factor 

 
* เมื�อวดัคา่ A260 ได้เท่ากบั 1.0 หมายถึงมีปริมาณอาร์เอ็นเอสายเดี�ยวประมาณ 40 ไมโครกรัมตอ่ 
มิลลิลิตร 
 ความบริสุทธิของอาร์เอ็นเอคํานวณจากอตัราส่วนของ < A260/A280 โดยอาร์เอ็นเอที�บริสุทธิ<

สงูจะมีอตัราสว่นอยูที่� 1.8-2.1  



35 
 

3.9 การตรวจสอบอาร์เอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรส-ฟอร์มัลดีไฮด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
 
 แชอ่ปุกรณ์ทกุชิ /นที�ใช้ในการทําอะกาโรส-ฟอร์มลัดีไฮด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสในสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 0.1 นอร์มลั เป็นเวลา 15 นาที  จากนั /นล้างออกด้วยนํ /ากลั�นปลอ
ประจปุลอดเชื /อ  นําอปุกรณ์ที�แห้งแล้วไปนึ�งฆ่าเชื /อแล้วอบให้แห้ง  เตรียมเจลโดยชั�งผงอะกาโรส 
0.9 กรัม ลงในขวดเตรียมเจลที�เตรียมไว้ตามวิธีข้างต้น  เติมนํ /า DEPC ปริมาตร 44.5 มิลลิลิตร  
นําไปชั�งนํ /าหนกัและจดบนัทกึ  นําเจลไปละลายด้วยไมโครเวฟ  แล้วนํามาชั �งนํ /าหนกัอีกครั /ง  
จากนั /นเตมินํ /า DEPC จนได้นํ /าหนกัเทา่กบัที�จดบนัทกึไว้ก่อนละลายเจล  ผสม 10X MOPS buffer 
(ภาคผนวก ข9) ปริมาตร 6 มิลลิลิตร กบัฟอร์มลัดีไฮด์ปริมาตร 9.8 มิลลิลิตร ในหลอดผสมสาร  
แล้วเทลงในสารละลายเจล  ผสมให้เข้ากนั  เทลงในถาดเตรียมเจลที�มีหวีเสียบ  โดยระวงัอย่าให้
เกิดฟอง  ปลอ่ยให้เจลแข็งตวั 
 เตรียมตวัอย่างอาร์เอ็นเอที�จะใช้ทําอะกาโรส-ฟอร์มลัดีไฮด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส โดยดูด
แบ่งอาร์เอ็นเอที�ทราบความเข้มข้นแล้วจากการวดัในข้อ 3.8 มาใส่หลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหม่
หลอดละ 20 ไมโครกรัม แล้วนําอาร์เอ็นเอไประเหยให้แห้งด้วยเครื�องระเหยแห้งแบบสญุญากาศ 
 
 เตรียมบฟัเฟอร์ที�ใช้ในการผสมกบัอาร์เอ็นเอ โดยผสมสารตามลําดบัดงัตอ่ไปนี /  
  ฟอร์มลัดีไฮด์                        4   ไมโครลิตร 
  ฟอร์มาไมด์                                 10   ไมโครลิตร 
  10X MOPS buffer                 2   ไมโครลิตร 
  เอธิเดียมโบรไมด์ ความเข้มข้น 400 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร    1   ไมโครลิตร 
  (ภาคผนวก ข10) 
  นํ /า DEPC                              3   ไมโครลิตร 
 
 ผสมบฟัเฟอร์ให้เข้ากนั แล้วเตมิลงในอาร์เอ็นเอที�แห้งแล้วหลอดละ 20 ไมโครลิตร  ผสมให้
เข้ากนัโดยเคาะหลอดเบาๆเพื�อละลายอาร์เอ็นเอ  แล้วนําไปบม่ที� 65 องศาเซลเซียส 10 นาที  นํา
เจลที�เตรียมไว้วางลงในเครื�องอิเล็กโทรโฟเรซิส  เติม 1X MOPS running buffer ให้ท่วมเจล  โหลด
อาร์เอ็นเอที�ผสมกับบฟัเฟอร์แล้วทั /งหมดในหลมุเจล  ทําอิเล็กโทรโฟเรซิสโดยใช้กระแสไฟฟ้า 100 
โวลต์ 50 นาที  ตรวจสอบอาร์เอ็นเอด้วยเครื�องตรวจสอบและถ่ายภาพเจล (Gel Documentation)  
โปรแกรม Quantity One และบนัทกึผล  
 



36 
 

3.10 การสังเคราะห์สาย cDNA สายแรกด้วยชุดสําเร็จ RevertAidTM First Strand cDNA 
Synthesis Kit (Fermentas, USA)  
 
 สร้างสาย cDNA สายแรกจาก total RNA จากข้อ 3.7 ด้วยวิธี RT-PCR โดยเติมสารที�ใช้
ในปฎิกิริยาลงในหลอดไมโครฟิวจ์ปลอดนิวคลีเอสปลอดเชื /อที�แชใ่นนํ /าแข็งดงัตอ่ไปนี / 
    total RNA    5   ไมโครกรัม 
   oligo (dt)18 primer  1  ไมโครลิตร 
 

ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํ /า DEPC ให้เป็น 12 ไมโครลิตร  ผสมเบาๆ ให้เข้ากนั  นําไปปั�น
เหวี�ยงให้สารทั /งหมดตกสู่ก้นหลอดด้วยเครื�องปั�นเหวี�ยงขนาดเล็ก  บ่มที�อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส 5 นาที  แล้วแชใ่นนํ /าแข็ง  จากนั /นเตมิสารเพิ�มเตมิตามลําดบัดงัตอ่ไปนี / 

 
5Xreaction buffer       4 ไมโครลิตร 
RiboLockTM RNase Inhibitor (20 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร)   1 ไมโครลิตร 
dNTPs mix ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ (ภาคผนวก ข11)   2 ไมโครลิตร 
RevertAidTM M-MuLV Reverse Transcriptase (200 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 
ปริมาตรสทุธิ        20 ไมโครลิตร 
 
 ผสมเบาๆ ให้เข้ากนั  แล้วนําไปปั�นเหวี�ยงให้สารทั /งหมดตกสู่ก้นหลอดด้วยเครื�องปั�นเหวี�ยง
ขนาดเล็ก  บม่ที�อณุหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 60 นาที  หยดุปฎิกิริยาโดยบม่ที�อณุหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส 5 นาที  เก็บ cDNA สายแรกที�อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส   
 
3.11 การเพิ�มจาํนวนยีนแลกเคสจาก cDNA 
 
        3.11.1 การออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพร์เมอร์ที�จําเพาะกบัยีนแลกเคสจาก cDNA 

 ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์มีชื�อว่า lacC-F1 (ตารางที� 3.3) ที�ออกแบบจากลําดบันิวคลีโอไทด์ของ 
จีโนมิกดีเอ็นเอของยีนแลกเคสบริเวณเหนือจุดเริ�มต้นของการถอดรหสั ซึ�งได้รับการออกแบบใน
งานวิจยัของ เต็มศิริ  ตนัติบุญทวีวฒัน์ (2550)  ส่วนรีเวิร์สไพรเมอร์ออกแบบจากลําดบันิวคลีโอ
ไทด์ของ cDNA ที�ได้จากการคาดเดาด้วยโปรแกรม FGENESH ตรงบริเวณสิ /นสดุการถอดรหสั ตั /ง
ชื�อวา่ lacC-R5 (ตารางที� 3.3) 
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        3.11.2 การเพิ�มจํานวนยีนแลกเคสจาก cDNA ด้วยปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส 

เตรียมสว่นประกอบตา่งๆที�ใช้ในการทําปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส ดงันี / 
  10XTaq buffer ใน (NH4)2SO4    5 ไมโครลิตร 
  ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ lacC-F1 (50 ไมโครโมลาร์)  1 ไมโครลิตร 
  รีเวิร์สไพรเมอร์ lacC-R5 (50 ไมโครโมลาร์)   1 ไมโครลิตร 
  dNTPs ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์    2 ไมโครลิตร 
  cDNA                 10 ไมโครลิตร 
  แมกนีเซียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 25 มิลลิโมลาร์  8 ไมโครลิตร 
  Taq DNA polymerase (Fermentas, USA)            0.5 ไมโครลิตร 
 
  ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อให้เป็น 50 ไมโครลิตร 
 
 ภาวะที�ใช้ในการทําปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสมีดงัตอ่ไปนี / 
  Initial denaturation :  94 องศาเซลเซียส      5 นาที 

  Denaturation  :  94 องศาเซลเซียส      1 นาที 
  Annealing  :  51 องศาเซลเซียส    0.45 นาที      35 cycles 
                        Extension  :  72 องศาเซลเซียส      2.5 นาที 
  Final extension  :  72 องศาเซลเซียส     10 นาที 
 
 ดําเนินปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสด้วยเครื�องเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอและตรวจสอบผลิตภณัฑ์
จากการทําปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  โดยชดุควบคมุผลบวกทํา
ปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสด้วยคูโ่อลิโกนิวคลีโอไทด์ไพร์เมอร์ lacC-F1 และ lac-R1   
 
        3.11.3 การตรวจสอบผลิตภัณฑ์จากการทําปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยอะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 

 เตรียมเจล 1 เปอร์เซ็นต์โดยชั�งผงอะกาโรส 1 กรัมลงในขวดสําหรับเตรียมเจล  เติม 
บฟัเฟอร์ 1XTAE (ภาคผนวก ข12) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  นําไปชั�งนํ /าหนกัและจดบนัทกึ  ละลา
เจลด้วยไมโครเวฟ  แล้วนํามาชั�งนํ /าหนกัอีกครั /ง  จากนั /นเติมบฟัเฟอร์ 1XTAE จนได้นํ /าหนกัเทา่กั
ที�จดบนัทึกไว้ก่อนละลายเจล  เทเจลที�ละลายแล้วลงในถาดเตรียมเจลที�มีหวีเสียบ  โดยระวงัอย่า
ให้เกิดฟอง  ปล่อยให้เจลแข็งตวั  จากนั /นนําเจลที�แข็งตวัแล้ววางลงในเครื�องอิเล็กโทรโฟเรซิส  เท
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บฟัเฟอร์ 1XTAE จนท่วมเจล  โหลดผลิตภัณฑ์จากการทําปฎิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสที�มีการผสม
กับสีย้อม โดยให้สีย้อมมีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 1 เท่าลงในหลุมของเจล และโหลดดีเอ็นเอ
มาตรฐาน GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder (Fermentas, USA)  ทําอิเล็กโทรโฟเรซิสโดยใช้
กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ 25-30 นาที  ย้อมเจลด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมตอ่
มิลลิลิตร 5-10 นาที  จากนั /นนําเจลแชใ่นนํ /ากลั�น 5 นาที  ตรวจสอบผลิตภณัฑ์จากการทําปฎิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยเครื�องตรวจสอบและถ่ายภาพเจล (Gel Documentation) โปรแกรม 
Quantity One และบนัทกึผล  
 
3.12 การโคลนผลิตภัณฑ์จากปฎิกิริยาลกโซ่พอลิเมอเรสเข้าส่เวกเตอร์สาํหรับเพิ�มจาํนวนู ู  
 
        3.12.1 การเชื�อมต่อผลิตภัณฑ์จากปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเข้าสู่เวกเตอร์สําหรับเพิ�ม
จํานวน pGEM®-T easy vector (Promega, USA) 
 เชื�อมตอ่ผลิตภณัฑ์จากปฎิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสในข้อ 3.11.2 เข้าสู่เวกเตอร์สําหรับเพิ�ม
จํานวน pGEM®-T easy vector ในอตัราสว่น 1 : 1 โดยผสมสารที�ใช้ในการทําปฎิกิริยาดงันี /   
  2X Rapid Ligation Buffer, T4 DNA Ligase 5 ไมโครลิตร 
  pGEM®-T easy vector    1 สว่น 
  ผลิตภณัฑ์จากปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส  1 สว่น 
  T4 DNA Ligase (3 Weiss units/µl)  1 ไมโครลิตร 
 

ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํ /าปราศจากนิวคลีเอสให้เป็น 10 ไมโครลิตร  ผสมสาร
ให้เข้ากนั  จากนั /นนําไปบม่ที�อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 16 ชั�วโมง   
 

        3.12.2 การทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่คอมพีเทนต์เซลล์ของ E. coli DH5α 
โดยวิธี heat shock (Sambrook และ Russell, 2001) 

 3.12.2.1 การเตรียมคอมพีเทนต์เซลล์ของ E. coli สายพนัธุ์ DH5α ด้วยวิธีรูบิเดียมคลอ
ไรด์ (Sambrook และ Russell, 2001) 
  ขีดเชื /อ E. coli DH5α ลงบนอาหารแข็ง ψb (ภาคผนวก ก6) บม่ที�อณุหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 16 ชั�วโมง  จากนั /นเขี�ยเชี /อที�เจริญเป็นโคโลนีเดี�ยว 1 โคโลนีใส่ลงในอาหารเลี /ยงเชื /อ
เหลว ψb (ภาคผนวก ก7) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  บ่มโดยเขย่าที� 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 
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องศาเซลเซียส จนกระทั�งวดัความขุน่ของเชื /อที�คา่การดดูกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 550 นาโนเมตร
ได้เทา่กบั 0.3  ถ่ายเชื /อทั /ง 5 มิลลิลิตรลงในอาหารเหลว ψb ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  บม่โดยเขย่า
ที� 200 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส จนกระทั�งวดัความขุ่นของเชื /อที�คา่การดดูกลืนแสง
ที�ความยาวคลื�น 550 นาโนเมตรได้เท่ากบั 0.48  นําฟลาสก์ไปแช่นํ /าแข็งเป็นเวลา 5 นาที  แล้วนํา
เชื /อทั /งหมดไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 3,000 รอบตอ่นาที 4 องศาเซลเซียส 5 นาที  เทส่วนนํ /าใสทิ /งแล้
กระจายตะกอนเซลล์ด้วยสารละลาย TfbI (ภาคผนวก ข13) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร โดยใช้เครื�อง
ผสมสาร ซึ�งในขั /นนี /ควรรักษาความเย็นของเชื /อโดยแช่ในนํ /าแข็งเป็นระยะๆระหวา่งกระจายตะกอ
เซลล์  จากนั /นนําไปแชนํ่ /าแข็งเป็นเวลา 5 นาที  แล้วนําไปปั�นเหวี�ยงเพื�อตกตะกอนเซลล์ที�ความเร็ว 
3,000 รอบต่อนาที 4 องศาเซลเซียส 5 นาที  เทส่วนนํ /าใสทิ /งแล้วกระจายตะกอนเซลล์ด้ว
สารละลาย TfbII (ภาคผนวก ข14) ปริมาตร 4 มิลลิลิตร โดยใช้ปิเปตต์ชะตะกอนเบาๆ ซึ�งใน
ขั /นตอนนี /ควรรักษาความเย็นของเชื /อโดยแช่ในนํ /าแข็งเป็นระยะๆระหวา่งกระจายตะกอนเซลล์ 
จากนั /นนําไปแชนํ่ /าแข็งเป็นเวลา 15 นาที  แล้วแบง่ใสห่ลอดไมโครฟิวจ์ปราศจากเชื /อหลอดละ 100 
ไมโครลิตร  ทําอย่างรวดเร็วแล้วแช่หลอดที�มีคอมพีเทนต์เซลล์ในไนโตรเจนเหลวก่อนนําไปเก็บที� -
70 องศาเซลเซียส  จนกระทั�งนํามาใช้ 
 
 3.12.2.2 การทรานสฟอร์มรีคอมบีแนนท์พลาสมิดเข้าสู่คอมพีเทนต์เซลล์ E. coli DH5α 
ด้วยวิธี heat shock 

นําคอมพีเทนต์เซลล์ของ E. coli DH5α ที�เก็บในอณุหภูมิ -70 องศาเซลเซียส มา
ปล่อยให้คอ่ยๆ ละลายในนํ /าแข็ง  จากนั /นดดูคอมพีเทนต์เซลล์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ลงใน
หลอดไมโครฟิวจ์ที�มีสารผสมจากปฎิกิริยาในข้อ 3.12.1 อยู่  ผสมให้เข้ากันโดยเคาะหลอดเบาๆ  
แล้วแช่ในนํ /าแข็ง 30 นาที  heat shock ที� 42 องศาเซลเซียส 90 วินาที  จากนั /นรีบแช่นํ /าแข็งทนัท
เป็นเวลา 2 นาที  เติมอาหารเลี /ยงเชื /อเหลว LB ปริมาตร 900 ไมโครลิตร  บม่โดยเขย่าที� 200 รอบ
ตอ่นาที 37 องศาเซลเซียส 1 ชั�วโมง  ดดูเซลล์ของ E. coli DH5α ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  แล้ว
กระจายเชื /อลงบนผิวหน้าของอาหารเลี /ยงเชื /อแข็ง LB ที�มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน (ภาคผนวก ข
15) ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และมีการเกลี�ยผิวหน้าของอาหารแข็งไว้ก่อนด้วย 
100 ไมโครลิตร ของสารละลายผสมของ X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-galactoside) 
(ภาคผนวก ข16) ความเข้มข้นสดุท้าย 50 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร กบัสารละลาย IPTG (Isopropyl 
thio-ß-D-galactoside) (ภาคผนวก ข17) ความเข้มข้นสดุท้าย 1 โมลาร์  นําเซลล์ที�เหลือไปปั�น
เหวี�ยงที�ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 2 นาที  เทส่วนใสเหนือตะกอนทิ /งโดยให้เหลือไว้
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ประมาณ 100 ไมโครลิตร  จากนั /นใช้ปิเปตต์ดูดขึ /นลงจนเซลล์กระจายตวัดี  นําเซลล์ทั /งหมดมา
กระจายลงบนผิวหน้าของอาหารเลี /ยงเชื /อแข็งข้างต้น  แล้วนําไปบ่มโดยไม่ให้สัมผัสกับแสง ที�
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 16 ชั�วโมง  สงัเกตโคโลนีสีฟ้าและขาวที�เกิดขึ /น  
 
        3.12.3 การตรวจสอบทรานสฟอร์แมนต์โดยวิธีโคโลนีพีซีอาร์ 
 คดัเลือกทรานสฟอร์แมนต์ด้วยวิธี blue/white selection โดยโคโลนีสีขาวเป็นโคโลนีที�
นา่จะมีรีคอมบแินนท์พลาสมิดอยู ่สว่นโคโลนีสีฟ้ามีเวกเตอร์ตั /งต้นใช้เป็นชดุควบคมุผลลบ  ขีดเชื /อ
ทั /งโคโลนีสีขาวและสีฟ้าลงบนอาหารแข็ง LB ที�มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน และเกลี�ยผิวหน้าอาหาร
ด้วยสาร X-gal กบั IPTG  นําไปบม่โดยไมใ่ห้สมัผสักบัแสงที�อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 16 ชั�วโมง 
เพื�อเป็นการเก็บเชื /อ พร้อมกบักระจายเซลล์จากโคโลนีเดียวกนัในหลอดไมโครฟิวจ์ที�บรรจนํุ /าปลอ
ประจปุลอดเชื /อปริมาตร 50 ไมโครลิตร หลอดละ 5 โคโลนี  ยกเว้นโคโลนีสีฟ้าซึ�งเป็นชดุควบคมุผล
ลบใส่เพียง 1 โคโลนี  จากนั /นนําไปบม่ที�อณุหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 นาที  แล้วตกตะกอนด้วย
เครื�องปั�นเหวี�ยงขนาดเล็ก  จากนั /นดดูสว่นนํ /าใสด้านบนซึ�งมีพลาสมิดดีเอ็นเอแมแ่บบไปใช้ในการทํ
โคโลนีพีซีอาร์ 

เตรียมสว่นประกอบตา่งๆที�ใช้ในการทําปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส ดงันี / 
  10X ThermoPol Reaction Buffer   5 ไมโครลิตร 
  ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ lacC-F1 (50 ไมโครโมลาร์)  1 ไมโครลิตร 
  รีเวิร์สไพรเมอร์ lac-R1 (50 ไมโครโมลาร์)    1 ไมโครลิตร 
  dNTPs ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์    1 ไมโครลิตร 
  ดีเอ็นเอแมแ่บบ                 10 ไมโครลิตร 
  Taq DNA polymerase (NEB, USA)             0.5 ไมโครลิตร 
 
  ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อให้เป็น 50 ไมโครลิตร 
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 ภาวะที�ใช้ในการทําปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสมีดงัตอ่ไปนี / 
  Initial denaturation :  94 องศาเซลเซียส      5 นาที 

  Denaturation  :  94 องศาเซลเซียส      1 นาที 
  Annealing  :  51 องศาเซลเซียส    0.45 นาที      35 cycles 
                        Extension  :  72 องศาเซลเซียส       2 นาที 
  Final extension  :  72 องศาเซลเซียส     10 นาที 
 
 ดําเนินปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสด้วยเครื�องเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอและตรวจสอบผลิตภณัฑ์
จากการทําปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในข้อ 3.11.3 

 
        3.12.4 การสกดัรีคอมบแินนท์พลาสมิดด้วยวิธี Rapid alkaline lysis 

นําทรานสฟอร์แมนต์จากชดุปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสที�ให้ดีเอ็นเอขนาดที�ต้องการมาแยก
เลี /ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที�มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้นสดุท้าย 50 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเลือกโคโลนีสีฟ้าที�มีเฉพาะเวกเตอร์จํานวน 1 โคโลนีมาปฏิบัติ
เช่นเดียวกันเพื�อใช้เป็นชดุควบคมุผลลบ  บ่มโดยเขย่าที� 200 รอบต่อนาที 37 องศาเซลเซียส 16 
ชั�วโมง  แล้วนําเชื /อมาสกดัรีคอมบแินนท์พลาสมิด โดยวิธี Rapid alkaline lysis   ดงันี / (Sambrook 
และ Russell, 2001) 

 นําเซลล์ทรานสฟอร์แมนต์ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดไมโคร
ฟิวจ์  นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 2 นาที แล้วเทส่วนใสเหนือตะกอน
ทิ /ง  ทําซํ /าอีก 1 ครั /ง เพื�อให้ได้ตะกอนเซลล์จากอาหารเหลว 3 มิลลิลิตร  จากนั /นเติมสารละลาย 
Solution I (ภาคผนวก ข18)  ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  กระจายตะกอนเซลล์ด้วยเครื�องผสมสาร  
เติมสารละลาย Solution II (ภาคผนวก ข19) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร  แล้วผสมให้เข้ากนัทนัที
โดยการกลบัหลอดจนสารละลายในหลอดมีลกัษณะใสและหนืด  จากนั /นภายใน 3 นาที  เติม
สารละลาย Solution III (ภาคผนวก ข20) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร และผสมให้เข้ากนัทนัทีจนได้
ตะกอนสีขาวขุ่น  ปั�นเหวี�ยงที� 12,000 รอบตอ่นาที 4 องศาเซลเซียส 10 นาที  แล้วดดูส่วนใสใส่
หลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหม่ โดยห้ามดูดติดตะกอนขาวที�ก้นหลอดขึ /นมา  เติมเอทานอล 100 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 2 เท่าของส่วนใส  แล้วผสมให้เข้ากันโดยการกลบัหลอด  บ่มที�อุณหภูมิ  
-20 องศาเซลเซียส 30 นาที  แล้วปั�นเหวี�ยงที� 12,000 รอบตอ่นาที 4 องศาเซลเซียส 15 นาที  เท
ส่วนนํ /าใสทิ /ง  จากนั /นล้างตะกอนพลาสมิดโดยเตมิเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 500 
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ไมโครลิตร  แล้วปั�นเหวี�ยงที� 12,000 รอบตอ่นาที 4 องศาเซลเซียส 2 นาที  ดดูส่วนนํ /าใสทิ /งให้หมด  
นําตะกอนพลาสมิดไปทําให้แห้งด้วยเครื�องระเหยแห้งแบบสุญญากาศที�อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส  ละลายตะกอนพลาสมิดด้วยนํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อ  จากนั /นเตมิ RNaseA ความ
เข้มข้น 20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข21) 1 ไมโครลิตร บม่ที�อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที  ตรวจสอบพลาดสมิดด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในข้อ 3.11.3 
และเก็บ พลาสมิดที�สกดัได้ที�อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส   
  
        3.12.5 การตรวจสอบหารีคอมบแินนท์พลาสมิดที�มีชิ /นดีเอ็นเอจากปฎิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส
แทรกอยู ่โดยตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 

นํารีคอมบิแนนท์พลาสมิดจากข้อ 3.12.4 มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI (NEB, 
USA) โดยมีพลาสมิดจากโคโลนีสีฟ้าเป็นชดุควบคมุผลลบ โดยผสมสารที�ใช้ในการทําปฎิกิริยา
ดงันี /   

พลาสมิด   5  ไมโครลิตร 
10X EcoRI buffer           1.5  ไมโครลิตร 
EcoRI (20 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร)   1  ไมโครลิตร 
 

ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อให้เป็น 15 ไมโครลิตร  แล้วนําไปบม่ที�
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 4 ชั�วโมง  และตรวจสอบพลาสมิดด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส
ตามวิธีในข้อ 3.11.3   

 
        3.12.6  การสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที�มียีนแลกเคสแทรกอยู่ด้วยชุดสําเร็จ QIAprep 
Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germeny) (ภาคผนวก ข22) เพื�อใช้ส่งหาลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน
แลกเคสที�แทรกอยูใ่นพลาสมิด 

ขีดแยกเชื /อทรานสฟอร์แมนต์ที�มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที�มียีนแลกเคสแทรกอยู่จากการ
ตรวจสอบในข้อ 3.12.5 บนอาหารเลี /ยงเชื /อแข็ง LB ที�มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้น
สดุท้าย 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  บม่ที�อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 16 ชั�วโมง  แล้วนําโคโลนี
เดี�ยวเลี /ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที�มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้นสดุท้าย 
50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  บม่โดยเขย่าที� 200 รอบตอ่นาที 37 องศาเซลเซียส 16 ชั�วโมง  แล้วนํา
เชื /อที�เลี /ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์  นําไปปั�นเหวี�ยงที�
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ความเร็ว 8,000 รอบตอ่นาที ที�อุณหภูมิห้อง 2 นาที เทส่วนใสเหนือตะกอนทิ /ง  ทําซํ /าจนหมด  เติ
บฟัเฟอร์ P1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตรแล้วกระจายตะกอนเซลล์ออกจากก้นหลอดไมโครฟิวจ์ด้วย
เครื�องผสมสาร  เติมบฟัเฟอร์ P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากันทนัทีโดยการกลบั
หลอดจนสารละลายในหลอดมีลกัษณะใสและหนืด  จากนั /นภายใน 3 นาที  เติมบฟัเฟอร์ N3 
ปริมาตร 350 ไมโครลิตร และผสมให้เข้ากนัทนัทีจนได้ตะกอนสีขาวขุ่น  นําไปปั�นเหวี�ยงที� 13,000 
รอบตอ่นาที ที�อณุหภูมิห้อง 10 นาที  ดดูส่วนใสใส่ QIAprep spin column โดยห้ามดดูติดตะกอน
ขาวที�ก้นหลอดขึ /นมา  นําไปปั�นเหวี�ยงที� 13,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิห้อง 1 นาที  เทส่วนนํ /าใ
ด้านล่างทิ /ง  เติมบฟัเฟอร์ PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร  นําไปปั�นเหวี�ยงที� 13,000 รอบตอ่นาที 
อุณหภูมิห้อง 1 นาที  เทส่วนนํ /าใสด้านลา่งทิ /ง  นําไปปั�นเหวี �ยงที � 13,000 รอบต่อนาที 
อณุหภูมิห้อง 1 นาที  เพื�อขจดับฟัเฟอร์ที�เหลืออยู่  ย้าย QIAprep spin column ไปใส่ในหลอดไม
โครฟิวจ์หลอดใหม่  ชะพลาสมิดโดยใส่นํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อหรือบฟัเฟอร์ EB ปริมาตร 30-50 
ไมโครลิตร  ลงไปตรงกลางคอลมัน์  ตั /งทิ /งไว้ 1 นาที  นําไปปั�นเหวี�ยงที� 13,000 รอบต่อนาที 
อณุหภูมิห้อง 1 นาที  ย้ายคอลมัน์ไปใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหม่  แล้วชะพลาสมิดซํ /าอีกครั /ง 
ตรวจสอบพลาดสมิดด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในข้อ 3.11.3  และเก็บพลาสมิดที�
อณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  วิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโดยบริษัท 
1st BASE ประเทศสิงคโปร์  ตั /งชื�อรีคอมบแินนท์พลาสมิดนี /วา่ pTTLC   
 
3.13 การโคลนยีนแลกเคสเข้าส่เวกเตอร์สําหรับการแสดงออก และการทรานสฟอร์มเข้าู
ส่ ู E. coli Rosetta-Gami B(DE3)pLysS  
 
        3.13.1 การออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพร์เมอร์ที�จําเพาะกบัยีนแลกเคส เพื�อการเชื�อมตอ่
กบัเวกเตอร์เพื�อการแสดงออก 

 ออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพร์เมอร์ที�จําเพาะกับยีนแลกเคสจากลําดบันิวคลีโอไทด์ที�
ทราบจากการวิเคราะห์รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pTTLC โดยออกแบบให้มีจุดตดัของเอนไซม์ตดั
จําเพาะที�ไม่มีในยีนแลกเคส ซึ�งวิเคราะห์จากโปรแกรม NEBcutter V2.0  ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ 
(lacC-F4) ซึ�งออกแบบให้มีจดุตดัของเอนไซม์ตดัจําเพาะ NcoI ที�บริเวณจุดเริ� มต้นของการ
ถอดรหสั และฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ (lacCFnoSS) ที�ออกแบบให้มีจดุตดัของเอนไซม์ตดัจําเพาะ NcoI 
ที�บริเวณหลงัลําดบันิวคลีโอไทด์ของ signal sequence ของยีนแลกเคส  ส่วนรีเวิร์สไพรเมอร์ 
(lacC-R4) ออกแบบให้มีจุดตัดของเอนไซม์ตดัจําเพาะ BamHI ที�บริเวณจุดสิ /นสุดของการ
ถอดรหสั แตไ่มร่วมรหสั stop codon ในโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพร์เมอร์   
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        3.13.2 การสร้างเวกเตอร์เพื�อการแสดงออกโดยแทนที� signal sequence และ multiple 
cloning site ของเวกเตอร์เพื�อการแสดงออก pET-26b(+) กบับริเวณ multiple cloning site ของ
เวกเตอร์เพื�อการแสดงออก pET-21c(+)  

3.13.2.1 การทรานสฟอร์มเวกเตอร์ pET-26b(+) เข้าสู ่E. coli DH5α 
  ทรานสฟอร์มเวกเตอร์ pET-26b(+) (ภาคผนวก ค2) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เข้าสู่
คอมพีเทนต์เซลล์ของ E. coli DH5α ด้วยวิธี heat shock ตามวิธีในข้อ 3.12.2  คดัเลือกทรานส
ฟอร์แมนต์บนอาหารแข็ง LB ที�มียาปฎิชีวนะคานามยัซิน (ภาคผนวก ข23) ความเข้มข้นสดุท้าย 
60 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  นําโคโลนีเดี�ยวของทรานสฟอร์แมนต์เลี /ยงในอาหารเหลว LB ที�มียาปฎิ
ชีวนะคานามยัซินความเข้มข้นสดุท้าย 30 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  บม่โดย
เขย่าที� 200 รอบตอ่นาที 37 องศาเซลเซียส 16 ชั�วโมง  แล้วนําเชื /อมาสกดัรีคอมบิแนนท์พลาสมิด  
ด้วยชดุสําเร็จ QIAprep Spin Miniprep Kit ตามวิธีในข้อ 3.12.6  ตรวจสอบขนาดของเวกเตอร์
โดยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ โดยผสมสารที�ใช้ในการทําปฎิกิริยาดงันี /   

เวกเตอร์        5 ไมโครลิตร 
10X BamHI buffer                        1.5 ไมโครลิตร 
BamHI (20 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร) (NEB, USA)   1 ไมโครลิตร 

 
ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อให้เป็น 15 ไมโครลิตร  แล้วนําไปบม่ที�

อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 4 ชั�วโมง  และตรวจสอบเวกเตอร์ด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส
ตามวิธีในข้อ 3.11.3  

 
3.13.2.2 การวดัความเข้มข้นของเวกเตอร์ (ดีเอ็นเอ) ด้วยชุดสําเร็จ Quant-itTM dsDNA 

BR Assay Kit (Invitrogen, USA) 
 เตรียม QubitTM working solution โดย dilute สารละลาย QubitTM dsDNA BR reagent 
ในอตัราส่วน 1 ตอ่ 200 ด้วยสารละลาย Qubit™ dsDNA BR buffer  จากนั /นเตรียมสารละลายดี
เอ็นเอมาตรฐาน 1 และ 2 โดยดดู QubitTM working solution ปริมาตร 190 ไมโครลิตร ลงในหลอด 
QubitTM assay ขนาด 0.5 มิลลิลิตร  แล้วเติมดีเอ็นเอมาตรฐานลงไปปริมาตรอย่างละ 10 
ไมโครลิตร  ผสมให้เข้ากนัด้วยเครื�องผสมสาร 2-3 วินาที  ระวงัไม่ให้เกิดฟอง  บม่ที�อณุหภูมิห้อง
เป็นเวลา 2 นาที  สําหรับการเตรียมตวัอย่างดีเอ็นเอทําด้วยวิธีเดียวกนั  แตป่ริมาตรของ QubitTM 
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working solution สามารถปรับได้ในช่วง 180-199 ไมโครลติร โดยให้ปริมาตรสดุท้ายเท่ากบั 200 
ไมโครลิตร  แล้วนําไปวดัความเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วยเครื�อง Qubit® 2.0 Fluorometer 
 

3.13.2.3 การตดัชิ /นส่วนบริเวณ signal sequence และ multiple cloning site ของ
เวกเตอร์ pET-26b(+)  
  เตรียมชิ /นส่วนบริเวณ signal sequence และ multiple cloning site ของ
เวกเตอร์ pET-26b(+) เพื�อใช้ในการแทนที�บริเวณ multiple cloning site ของเวกเตอร์เพื�อการ
แสดงออก pET-21c(+) (ภาคผนวก ค3) โดยตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ XhoI และ BglII 
(Fermentas,USA)  ผสมสารที�ใช้ในการทําปฎิกิริยาดงันี /   

pET-26b(+)   16  ไมโครกรัม 
2X Tango buffer                       150  ไมโครลิตร 
XhoI (10 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร)    2  ไมโครลิตร 
BglII (10 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร)   2  ไมโครลิตร 
 

ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อให้เป็น 300 ไมโครลิตร  แล้วนําไปบม่ที�
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 16 ชั�วโมง  จากนั /นนําไปทําให้เข้มข้นด้วยการเติมสารละลายฟีนอล/

คลอโรฟอร์ม (ภาคผนวก ข24) 1 เท่า ของปริมาตรสทุธิในปฎิกิริยา  ผสมให้เข้ากนัโดยกลบัหลอด
ไปมา  นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที ที�อณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 นาที  จากนั /น
ดดูสว่นนํ /าใสด้านบนใสห่ลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหมโ่ดยไมไ่ปรบกวนชั /นตะกอนโปรตีนตรงกลางแล้
เติมโซเดียมอะซิเทต ความเข้มข้น 3 โมลาร์ ความเป็นกรดเบส 5.2 ปริมาตร 0.1 เท่า และเอทา
นอล 100 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 2 เทา่ ของปริมาตรสทุธิของสว่นนํ /าใสที�ดดูได้  ผสมให้เข้ากนัโดยกา
กลบัหลอดไปมา  แล้วนําไปบม่ที�อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  นําไปปั�นเหวี�ยงที�
ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 15 นาที  เทส่วนใสทิ /งแล้วเติมเอทา
นอล 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงไป  นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที ที�
อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 2 นาที  จากนั /นดดูส่วนใสออกให้หมด  นําตะกอนดีเอ็นเอไปทําให้แห้ง
ด้วยเครื�องระเหยแห้งแบบสุญญากาศที�อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  ละลายตะกอนด้วยนํ /าปลอ
ประจปุลอดเชื /อ 50 ไมโครลิตร  
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3.13.2.4 การตดัชิ /นสว่นบริเวณ multiple cloning site ของเวกเตอร์ pET-21c(+)  
  เตรียมเวกเตอร์ pET-21c(+) เพื�อใช้ในการเชื�อมต่อกับชิ /นส่วนบริเวณ signal 
sequence และ multiple cloning site ของเวกเตอร์ pET-26b(+) ที�เตรียมไว้ในข้อ 3.13.2.3 โดย
แทนที�บริเวณ multiple cloning site ของเวกเตอร์ pET-21c(+) ที�ถกูตดัออก   

ขีดเชื /อ E. coli DH5α ที�มีเวกเตอร์ pET-21c(+) บนอาหารแข็ง LB ที�มียาปฎิชีว
นะแอมพิซิลลินความเข้มข้นสดุท้าย 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  นําโคโลนีเดี�ยวมาเลี /ยงในอาหาร
เหลว LB ที�มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้นสดุท้าย 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร  บม่โดยเขย่าที� 200 รอบตอ่นาที 37 องศาเซลเซียส 16 ชั�วโมง  แล้วนําเชื /อมาสกดัรีคอม
บแินนท์พลาสมิด ด้วยชดุสําเร็จ QIAprep Spin Miniprep Kit ตามวิธีในข้อ 3.12.6 และตรวจสอบ
เวกเตอร์ด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในข้อ 3.11.3  จากนั /นวดัความเข้มข้นของ
เวกเตอร์ด้วยชดุสําเร็จ Quant-itTM dsDNA BR Assay Kit ตามวิธีในข้อ 3.13.2.2  แล้วตดับริเวณ 
multiple cloning site ออกด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ XhoI และ BglII ผสมสารที�ใช้ในการทํา
ปฎิกิริยาดงันี /   

pET-21c(+)   13  ไมโครกรัม 
2X Tango buffer                       150  ไมโครลิตร 
XhoI         2  ไมโครลิตร 
BglII       2  ไมโครลิตร 
 

ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อให้เป็น 300 ไมโครลิตร  แล้วนําไปบม่ที�
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 16 ชั�วโมง  จากนั /นทําให้เข้มข้นตามวิธีในข้อ 3.13.2.3 

 
3.13.2.5 การสกัดดีเอ็นเอออกจากเจลด้วยชุดสําเร็จ QIAquick Gel Extraction Kit 

(Qiagen, Germeny) (ภาคผนวก ข25) 
ตดัแยกเฉพาะชิ /นส่วนของเวกเตอร์ที�ต้องการโดยใช้ชุดสําเร็จ QIAquick Gel 

Extraction Kit  โดยทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของเวกเตอร์ pET-26b(+) และ pET-21c(+) 
จากข้อ 3.13.2.3 และ 3.13.2.4 ตามวิธีในข้อ 3.11.3 โดยโหลดเวกเตอร์ทั /ง 2 ลงไปทั /งหมด  นํา
เจลไปถ่ายรูปเก็บไว้ด้วยเครื�องตรวจสอบและถ่ายภาพเจล  จากนั /นนําเจลไปวางบนเครื�อง UV 
transilluminator โดยใช้รังสียูวีในช่วง preparative จากนั /นใช้มีดที�จุ่มเอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ 
แล้วผ่านไฟก่อนใช้มาตดัเฉพาะแถบดีเอ็นเอขนาดที�ต้องการ  นําชิ /นส่วนเจลที�ตดัแล้วหั�นแบง่เป็น
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ชิ /นเล็กๆใสใ่นหลอดไมโครฟิวจ์ที�ผา่นการชั�งนํ /าหนกัทศนิยม 4 ตําแหน่งมาแล้ว  จากนั /นนําไปชั�งหา
นํ /าหนกัของเจล (นํ /าหนกัของเจลไมค่วรเกิน 400 มิลลิกรัมต่อหลอด)  เติม QG Solubilization 
buffer ปริมาตร 3 เท่าของนํ /าหนกัเจลลงไป  แล้วบม่ที�อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที โดยกลับหลอดไปมาทุกๆ 2 นาที หรือจนกว่าเจลจะละลายหมด  ดูดสารละลายใส่ลงใน 
QIAquick column นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที ที�อณุหภูมิห้อง 1 นาที  เทส่วน
ใสทิ /ง และทําซํ /าจนกวา่สารละลายหมด  จากนั /นล้างคอลมัน์ด้วย QG Solubilization buffer 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตรอีกหนึ�งครั /ง  นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที�
อณุหภูมิห้อง 1 นาที  เทส่วนใสทิ /ง  แล้วเติม PE wash buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร  นําไปปั�น
เหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที ที�อณุหภมูิห้อง 1 นาที  เทสว่นใสทิ /ง  และปั�นเหวี�ยงซํ /าอีกครั /
เพื�อกําจดับฟัเฟอร์ที�เหลือ  ย้ายคอลมัน์ไปยงัหลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหม่  ชะดีเอ็นเอด้วยการใส่นํ /
ปลอดประจุปลอดเชื /อ 50 ไมโครลิตร ลงไปตรงกลางเมมเบรนของคอลัมน์  บ่ม 1 นาที ที�
อณุหภมูิห้อง  นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที ที�อณุหภูมิห้อง 1 นาที  ย้ายคอลมัน์
ไปวางบนหลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหม่แล้วชะซํ /าอ ีกครั /ง  ตรวจสอบดีเอ ็นเอด้วยอะกาโร
เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในข้อ 3.11.3  นําไปวดัความเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วยชดุสําเร็จ Qubit 
ตามวิธีในข้อ 3.12.2.2 และเก็บดีเอ็นเอที� -20 องศาเซลเซียส 

 
3.13.2.6 การเชื�อมตอ่ชิ /นส่วนบริเวณ signal sequence และ multiple cloning site ของ

เวกเตอร์เพื�อการแสดงออก pET-26b(+) กบับริเวณ multiple cloning site ของเวกเตอร์เพื�อการ
แสดงออก pET-21c(+) 
  นําชิ /นส่วนทั /งสองที�เตรียมไว้จากข้อ 3.13.2.5 มาเชื�อมต่อกันด้วยเอนไซม์ T4 
DNA Ligase (NEB, USA) ในอตัราสว่น 3 : 1 โดยผสมสารที�ใช้ในการทําปฎิกิริยาดงันี /   
  10XT4 DNA Ligase Reaction Buffer  5  ไมโครลิตร 

ชิ /นสว่นดีเอ็นเอของ pET-26b(+)   3  สว่น 
  ชิ /นสว่นดีเอ็นเอของ pET-21c(+)   1  สว่น 
  T4 DNA Ligase (400 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร)  1  ไมโครลิตร 
 

ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อให้เป็น 10 ไมโครลิตร  ผสมสารให้เข้า
กนั  จากนั /นนําไปบ่มที�อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส 16 ชั�วโมง โดยมีปฎิกิริยาที�ใส่เฉพาะชิ /นส่วน 
ดีเอ็นเอของ pET-21c(+) เป็นชดุควบคมุ และหยดุปฎิกิริยาโดยบม่ที�อณุหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
10 นาที  จากนั /นทรานสฟอร์มเข้าสู่คอมพีเทนต์เซลล์ของ E. coli DH5α ด้วยวิธี heat shock ตาม
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วิธีในข้อ 3.12.2.2  คดัเลือกทรานสฟอร์แมนต์บนอาหารแข็ง LB ที�มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลินความ
เข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  แล้วคดัเลือกโคโลนีเดี�ยวของทรานสฟอร์แมนต์จากทั /งสองชดุ
ปฎิกิริยาจํานวนหนึ�งลงอาหารแข็ง LB ที�มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่
มิลลิลิตรเพลทใหม่ พร้อมกบัเลี /ยงในอาหารเหลว LB ที�มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้น 50 
ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  จากนั /นนําไปบม่ที�อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 16 
ชั�วโมง  สกดัรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยวิธี Rapid alkaline lysis ตามวิธีในข้อ 3.12.4  ตรวจสอบ
ดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในข้อ 3.11.3  จากนั /นตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 
PstI (Fermentas, USA) และ NcoI (NEB, USA) เพื�อตรวจสอบรีคอมบิแนนท์พลาสมิด โดยผสม
สารที�ใช้ในการทําปฎิกิริยาดงันี /   

รีคอมบแินนท์พลาสมิด   5  ไมโครลิตร 
10X Buffer O                       1.5  ไมโครลิตร 
PstI (10 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร) 0.5  ไมโครลิตร 
NcoI (10 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร) 0.5  ไมโครลิตร 
 

ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อให้เป็น 15 ไมโครลิตร  แล้วนําไปบม่ที�
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 16 ชั�วโมง  ตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตาม
วิธีในข้อ 3.11.3  จากนั /นนําทรานสฟอร์แมนต์ที�มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดมาขีดแยกเชื /อบนอาหาร 
LB ที�มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  นําไปบม่ที�อณุหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 16 ชั�วโมง  นําโคโลนีเดี�ยวเลี /ยงในอาหารเหลว LB ที�มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน 
ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  จากนั /นนําไปบม่ที�อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส 16 ชั�วโมง  สกดัรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยชดุสําเร็จ QIAprep Spin Miniprep Kit 
ตามวิธีในข้อ 3.12.6  แล้วตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในข้อ 

3.11.3  วิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโดยบริษัท 1st BASE ประเทศ
สิงคโปร์ และตั /งชื�อรีคอมบแินนท์พลาสมิดวา่ pET2126_4 

 
3.13.2.7 การเตรียมเวกเตอร์ pET2126_4 เพื�อใช้ในการเชื�อมตอ่กบัยีนแลกเคส 

  นําเวกเตอร์ pET2126_4 มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ NcoI (NEB, USA) และ 
BamHI (NEB, USA) โดยผสมสารที�ใช้ในการทําปฎิกิริยาดงันี /   
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pET2126_4    36  ไมโครกรัม 
10X buffer3                61  ไมโครลิตร 
BSA (10มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร)   6.1   ไมโครลิตร 
NcoI (10 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร)               4  ไมโครลิตร 
BamHI (20 ยนูิตตอ่ไมโครลิตร)               4   ไมโครลิตร 
 

ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อให้เป็น 610 ไมโครลิตร  แล้วนําไปบม่ที�
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 4 ชั�วโมง  จากนั /นทําเวกเตอร์ที�ถกูตดัให้บริสทุธิด้วยการสกดัด้วยฟี<

นอล/คลอโรฟอร์มตามวิธีในข้อ 3.13.2.3  ตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส
ตามวิธีในข้อ 3.11.3  เก็บที� -20 องศาเซลเซียส  

 
        3.13.3 การเตรียมชิ /นยีนแลกเคสเพื�อใช้ในการเชื�อมต่อกับเวกเตอร์เพื�อการแสดงออก 
pET2126_4  

3.13.3.1 การเพิ�มจํานวนยีนแลกเคสด้วยปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้รีคอมบ ิ
แนนท์พลาสมิด pTTLC เป็นแมแ่บบ   

เตรียมสว่นประกอบตา่งๆที�ใช้ในการทําปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส ดงันี / 
 10Xpfu DNA polymerase buffer+MgSO4 (2 มิลลิโมลาร์) 5 ไมโครลิตร 
 ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ lacC-F4 หรือ lacCFnoSS     1 ไมโครลิตร 
 รีเวิร์สไพรเมอร์ lacC-R4       1 ไมโครลิตร 
 dNTPs        2 ไมโครลิตร 
 pTTLC                            0.5 ไมโครลิตร 
 pfu DNA polymerase (Fermentas, USA)                       0.5 ไมโครลิตร 

  ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อให้เป็น 50 ไมโครลิตร 
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 ภาวะที�ใช้ในการทําปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสมีดงัตอ่ไปนี / 
  Initial denaturation :  94 องศาเซลเซียส      5 นาที 

  Denaturation  :  94 องศาเซลเซียส      1 นาที 
  Annealing  :  53 องศาเซลเซียส    0.45 นาที      35 cycles 

Extension  :  72 องศาเซลเซียส       4 นาที 
  Final extension  :  72 องศาเซลเซียส     10 นาที 
 
 ดําเนินปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสด้วยเครื�องเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอและตรวจสอบผลิตภณัฑ์
จากการทําปฎิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในข้อ 3.11.3  วดั
ความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์จากการทําปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยชุดสําเร็จ Quant-itTM 
dsDNA BR Assay Kit  ตามวิธีในข้อ 3.13.2.2 
 
 3.13.3.2 การทําผลิตภัณฑ์จากปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสให้บริสุทธิด้วยชุดสําเร็จ <

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข26) 
  เติมบฟัเฟอร์ PB 5 เท่าของปริมาตรสทุธิของผลิตภัณฑ์จากปฎิกิริยาลกูโซ่พอลิ
เมอเรส  ผสมให้เข้ากนั  แล้วย้ายไปใส่ใน QIAquick column  นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 
รอบตอ่นาที ที�อณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 60 วินาที  เทส่วนใสทิ /ง  แล้วเติมบฟัเฟอร์ PE ปริมาตร 750 
ไมโครลิตร ลงไปในคอลมัน์  นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที ที�อุณหภูมิห้อง เป็น
เวลา 60 วินาที  เทส่วนใสทิ /ง  จากนั /นนําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที�
อณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 60 วินาที ซํ /าอีกครั /ง  เทสว่นใสทิ /ง  ย้ายคอลมัน์ไปยงัหลอดไมโครฟิวจ์  เติ
นํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงไปตรงกลางคอลมัน์  บ่มที�อณุหภูมิห้อง เป็น
เวลา 1 นาที  นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที ที�อณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 60 วินาที  
จากนั /นย้ายคอลมัน์ไปยงัหลอดไมโครฟิวจ์หลอดใหม่  แล้วชะซํ /าอีกครั /ง  เก็บดีเอ็นเอที� -20 องศา
เซลเซียส   
 
 3.13.3.3 การตดัชิ /นยีนแลกเคสเพื�อเชื�อมตอ่กบัเวกเตอร์ pET2126_4 
  นําชิ /นยีนแลกเคสจากข้อ 3.13.3.2 ทั /งที�มีและไม่มีลําดบันิวคลีโอไทด์ของ signal 
sequence จากรามาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ FastDigest® NcoI (Fermentas, USA) และ 
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BamHI (NEB, USA) เพื�อเชื�อมตอ่เข้ากบัเวกเตอร์ pET2126_4 จากข้อ 3.13.2.7  ผสมสารที�ใช้ใน
การทําปฎิกิริยาดงันี /   

ยีนแลกเคส             150  ไมโครลิตร 
10X FastDigest® buffer               7  ไมโครลิตร 
FastDigest® NcoI               2  ไมโครลิตร 
 

ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อให้เป็น 170 ไมโครลิตร  แล้วนําไปบม่ที�
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 4 ชั�วโมง  ทําบริสทุธิยีนแลกเคสที�ตดัแล้วด้วยชดุสําเร็จ < QIAquick 
PCR Purification Kit ตามวิธีในข้อ 3.13.3.2  แล้วนําไปตดัต่อด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ BamHI  
ผสมสารที�ใช้ในการทําปฎิกิริยาดงันี /   

ยีนแลกเคสที�ตดัด้วย NcoI          100  ไมโครลิตร 
10X BamHI buffer        12  ไมโครลิตร 
BamHI                  1  ไมโครลิตร 
 

ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อให้เป็น 120 ไมโครลิตร  แล้วนําไปบม่ที�
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 4 ชั�วโมง  ทําบริสทุธิยีนแลกเคสที�ตดัแล้วด้วยชดุสําเร็จ<  QIAquick 
PCR Purification Kit ตามวิธีในข้อ 3.13.3.2  และตรวจสอบผลิตภณัฑ์จากการทําปฎิกิริยาลกูโซ่
พอลิเมอเรสด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในข้อ 3.11.3  แล้ววดัความเข้มข้นของ
ผลิตภณัฑ์จากการทําปฎิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสด้วยชดุสําเร็จ Quant-itTM dsDNA BR Assay Kit  
ตามวิธีในข้อ 3.13.2.2 

  
3.13.4 การเชื�อมตอ่ยีนแลกเคสเข้ากบัเวกเตอร์ pET2126_4 

  เชื�อมตอ่ยีนแลกเคสจากข้อ 3.13.3.3 ทั /งที�มีและไม่มี signal sequence ของยีน
แลกเคสจากรา Agrocybe sp. CU43 กบัเวกเตอร์ pET2126_4 จากข้อ 3.13.2.7 ในอตัราส่วน 3 : 
1 โดยผสมสารที�ใช้ในการทําปฎิกิริยาดงันี /   
  10XT4 DNA Ligase Reaction Buffer   1.5  ไมโครลิตร 

pET2126_4    1  สว่น 
  ยีนแลกเคส    3  สว่น 
  T4 DNA Ligase    1  ไมโครลิตร 
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ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อให้เป็น 15 ไมโครลิตร  ผสมสารให้เข้า
กนั  จากนั /นนําไปบม่ที�อุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส 16 ชั�วโมง โดยมีปฎิกิริยาที�ไม่ใส่ยีนแลกเคส 
เป็นชุดควบคมุ และหยดุปฎิกิริยาโดยบม่ที�อณุหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 10 นาที  จากนั /นทรานส
ฟอร์มรีคอมบแินนท์พลาสมิดเข้าสูค่อมพีเทนต์เซลล์ E. coli DH5α ด้วยวิธี heat shock ตามวิธีใน
ข้อ 3.12.2.2  แล้วคดัเลือกทรานสฟอร์แมนต์บนอาหารแข็ง LB ที�มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน  และ
ทําโคโลนีพีซีอาร์ตามวิธีในข้อ 3.12.3   

เตรียมสว่นประกอบตา่งๆที�ใช้ในการทําปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส ดงันี / 
  10X ThermoPol Reaction Buffer   5 ไมโครลิตร 
  ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ lacCFnoss      1 ไมโครลิตร 
  รีเวิร์สไพรเมอร์ lacC-R4      1 ไมโครลิตร 
  dNTPs       1 ไมโครลิตร 
  ดีเอ็นเอแมแ่บบ                 10 ไมโครลิตร 
  Taq DNA polymerase                0.5 ไมโครลิตร 
 
  ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อให้เป็น 50 ไมโครลิตร 
 
 ภาวะที�ใช้ในการทําปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสมีดงัตอ่ไปนี / 
  Initial denaturation :  94 องศาเซลเซียส      5 นาที 

  Denaturation  :  94 องศาเซลเซียส      1 นาที 
  Annealing  :  54 องศาเซลเซียส    0.45 นาที      35 cycles 

Extension  :  72 องศาเซลเซียส       2 นาที 
  Final extension  :  72 องศาเซลเซียส     10 นาที 
 
 ดําเนินปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสด้วยเครื�องเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอและตรวจสอบผลิตภณัฑ์
จากการทําปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในข้อ 3.11.3  
จากนั /นนําทรานสฟอร์แมนต์จากชุดปฎิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสที�ให้ขนาดที�ต้องการมาสกัดรีคอม
บิแนนท์พลาสมิดด้วยวิธี Rapid alkaline lysis ตามวิธีในข้อ 3.12.4  ตรวจสอบรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  แล้วตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI โดยผสมสารที�
ใช้ในการทําปฎิกิริยาดงันี /   
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รีคอมบแินนท์พลาสมิด  5  ไมโครลิตร 
10X EcoRI buffer                     1.5  ไมโครลิตร 
EcoRI                           0.5  ไมโครลิตร 
 

ปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อให้เป็น 15 ไมโครลิตร  แล้วนําไปบม่ที�
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 4 ชั�วโมง  ตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  
จากนั /นนําทรานสฟอร์แมนต์ที�มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดมาขีดแยกเชื /อบนอาหารแข็ง LB ที�มียาปฎิ
ชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  นําไปบ่มที�อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส 16 ชั�วโมง  นําโคโลนีเดี�ยวเลี /ยงในอาหารเหลว LB ที�มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลินความ
เข้มข้น 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  จากนั /นนําไปบม่ที�อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส 16 ชั�วโมง  สกดัรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยชดุสําเร็จ QIAprep Spin Miniprep Kit ตาม
วิธีในข้อ 3.12.6  แล้วตรวจสอบรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  แล้ววดั
ความเข้มข้นของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยชดุสําเร็จ Quant-itTM dsDNA BR Assay Kit ตามวิธี
ในข้อ 3.13.2.2  ตั /งชื�อรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที�มี signal sequence ของยีนแลกเคสว่า pETSS_7 
และรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที�ไม่มี signal sequence ของยีนแลกเคสว่า pETNS_1  จากนั /น
ตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีนแลกเคสที�แทรกในทั /ง 2 พลาสมิด โดยบริษัท 1st BASE 

ประเทศสิงคโปร์   
  
        3.13.5 การทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETSS_7 และ pETNS_1 เข้าสู ่ E. coli 
Rosetta-Gami B (DE3) pLysS 
 ทรานสฟอร์ม pETSS_7 และ pETNS_1 จากข้อ 3.13.4 เข้าสู่ E. coli Rosetta-Gami B 
(DE3) pLysS ตามวิธีในข้อ 3.12.2.2 เพื�อการผลิตเอนไซม์แลกเคส โดยคอมพีเทนเซลล์เตรียม
ตามวิธีในข้อ 3.12.2.1 แต่ในขั /นตอนการเลี /ยงเซลล์ต้องเติมยาปฎิชีวนะคลอแรมเฟนิคอล 
(ภาคผนวก ข27) ความเข้มข้นสดุท้าย 34 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ลงในอาหารเลี /ยงเชื /อ  คดัเลือก 
ทรานสฟอร์แมนต์บนอาหารแข็ง LB ที�มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน ความเข้มข้นสุดท้าย 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กับยาปฎิชีวนะคลอแรมเฟนิคอล ความเข้มข้นสดุท้าย 34 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร  จากนั /นคดัเลือกทรานสฟอร์แมนต์จํานวนหนึ�งเลี /ยงบนอาหารเดียวกันเพลทใหม่  บม่ที�
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อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั�วโมง  แล้วคดัเลือกทรานสฟอร์แมนต์ไปใช้ทดสอบการ
ผลิตรีคอมบแินนท์แลกเคสตอ่ไป   
 
3.14 การทดสอบการผลิตเอนไซม์แลกเคส 
 

 3.14.1 การทดสอบขั /นต้นของการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์แลกเคสบนอาหารเลี /ยงเชื /อ
แข็ง 

จดุเชื /อ E. coli Rosetta-Gami B (DE3) pLysS ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETNS_1 
และ pETSS_7 บนอาหารเลี /ยงเชื /อแข็ง LB ที�มีการเติมยาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน ความเข้มข้น
สุดท้าย 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กับยาปฎิชีวนะคลอแรมเฟนิคอล ความเข้มข้นสุดท้าย 34 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  โดยมีกวัเอคอล ความเข้มข้นสดุท้าย 0.1 เปอร์เซ็นต์ เป็นสบัสเตรต  คอป
เปอร์ซลัเฟต 0.1 มิลลิโมลาร์ (Joo และคณะ, 2008; Lu และคณะ, 2009)  และมีการเกลี�ยผิวหน้า
อาหารด้วยสารละลาย IPTG ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 7 ไมโครลิตร  นําไปบม่ที�
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั�วโมง  สงัเกตโซนสีนํ /าตาลแดงที�เกิดขึ /นจากการออกซ
ไดส์สบัสเตรต 

 
        3.14.2 การชกันําให้เกิดการผลิตเอนไซม์แลกเคสในอาหารเหลว          

นําทรานสฟอร์มแมนต์จากข้อ 3.13.5 ที�ผ่านการทรานสฟอร์มด้วยรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
pETSS_7 และ pETNS_1 มาเลี /ยงในอาหารเพื�อการแสดงออกของเอนไซม์ โดยลงเชื /อในอาหาร
เหลว LB ที�มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน ความเข้มข้นสดุท้าย 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร กบัยาปฎิชีว
นะคลอแรมเฟนิคอล ความเข้มข้นสดุท้าย 34 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บม่โดย
เขยา่ที� 200 รอบตอ่นาที อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั�วโมง  จากนั /นถ่ายเชื /อทั /งหมด
ลงในอาหารเดียวกนัปริมาตร 50 มิลลิลิตร บม่โดยเขย่าที� 200 รอบตอ่นาที ที�อณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส จนวดัคา่การดดูกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 600 นาโนเมตรได้เท่ากบั 0.6  เติมสารละลาย 
IPTG ลงไป ความเข้มข้นสดุท้าย 1 มิลลิโมลาร์  บม่โดยเขย่าที� 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั�วโมง  จากนั /นดดูเชื /อใส่หลอดไมโครฟิวจ์หลอดละ 500 ไมโครลิตร  
นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที  ดดูส่วนนํ /าเลี /ยงเชื /อออก  แล้วนํ
ตะกอนเซลล์ไปวิเคราะห์การแสดงออกของเอนไซม์แลกเคส 
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        3.14.3 การวิเคราะห์การแสดงออกของเอนไซม์แลกเคสด้วยวิธี SDS-PAGE (Laemmli, 
1970)  

เตรียม SDS-PAGE เจลเพื�อใช้ในการวิเคราะห์การแสดงออกของเอนไซม์แลกเคส
ดงัตอ่ไปนี / 

เตรียม Seperating gel ความเข้มข้นเจล 10 เปอร์เซ็นต์ โดยผสมสารละลายตา่งๆดงันี / 
40% Acrylamide     2.43 มิลลิลิตร 
2% Bis-Acrylamide     1.34 มิลลิลิตร 
Tris-HCl 1.5 โมลาร์ ความเป็นกรดเบส 8.8  2.5 มิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ข28) 
10% SDS (ภาคผนวก ข29)    0.1 มิลลิลิตร 
นํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อ     3.58 มิลลิลิตร 
TEMED       5 ไมโครลิตร 
10% แอมโมเนียมเพอร์ซลัเฟต (ภาคผนวก ข30)  50 ไมโครลิตร 
ปริมาตรสทุธิ      10 มิลลิลิตร 
 

 ผสมสารทั /งหมดลงในหลอดทดลองปลอดเชื /อขนาด 50 มิลลิลิตร  กลบัหลอดไปมาให้
สารละลายเข้ากนั  จากนั /นคอ่ยๆเตมิสารละลายลงในชอ่งกระจกเตรียมเจล โดยให้มีความสงูตํ�ากว่
หวีเสียบประมาณ 1 เซนติเมตร  แล้วเติมนํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อลงไปที�ผิวหน้าประมาณ 1 
มิลลิลิตร  ตั /งทิ /งไว้ให้เจลแข็ง  จากนั /นเทนํ /าออกจนหมด  แล้วเตมิ Stacking gel ลงไป 
 

เตรียม Stacking gel โดยผสมสารละลายตา่งๆดงันี / 
40% Acrylamide     0.48 มิลลิลิตร 
2% Bis-Acrylamide     0.26 มิลลิลิตร 
Tris-HCl 0.5 โมลาร์ ความเป็นกรดเบส 6.8  1.26 มิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ข31) 
10% SDS       50 ไมโครลิตร 
นํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อ     2.92 มิลลิลิตร 
TEMED         5 ไมโครลิตร 
10% แอมโมเนียมเพอร์ซลัเฟต     25 ไมโครลิตร 
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ปริมาตรสทุธิ        5 มิลลิลิตร 
 

 ผสมสารทั /งหมดลงในหลอดทดลองปลอดเชื /อขนาด 50 มิลลิลิตร  กลบัหลอดไปมาให้
สารละลายเข้ากัน  จากนั /นค่อยๆเติมสารละลายลงในช่องกระจกเตรียมเจลทับผิวหน้าของ 
Seperating gel จนพอดีขอบกระจก  เสียบหวีลงไป  แล้วตั /งทิ /งไว้ให้เจลแข็ง  จากนั /นนําเจลไป
ประกอบในแท้งค์สําหรับทําอิเล็กโทรโฟเรซิส  แล้วเท 1X SDS running buffer (ภาคผนวก ข32) 
ลงไปให้ทว่มเจลด้านในและให้ทว่มขดลวดนําไฟฟ้าด้านนอก  
 
 เตรียมตวัอยา่งสําหรับทําอิเล็กโทรโฟเรซิส 
  นําตะกอนเซลล์จากข้อ 3.14.1 มาเติมสีย้อม 2X Laemmli buffer (ภาคผนวก ข
33) ให้ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 1X  นําไปบม่ที�อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  
โหลดตวัอย่างลงไปในแตล่ะหลมุของเจลที�เตรียมไว้ตวัอย่างละ 40 ไมโครลิตร  ส่วน Unstained 
Molecular weight protein (Fermentas, USA) (ภาคผนวก ข34) ซึ�งใช้เป็น marker โหลด 10 
ไมโครลิตร  ทําอิเล็กโทรโฟเรซิสที�คา่ความตา่งศกัย์ 200 โวลต์ 50 นาที  จากนั /นนําเจลไปย้อมดู
โปรตีนด้วยสี Coomassie blue staining (ภาคผนวก ข35) เป็นเวลา 1 ชั�วโมง  แล้วล้างสีที�ไม่ติดที�
โปรตีนออกจากเจลด้วย Destaining solution (ภาคผนวก ข36) และเปลี�ยน Destaining solution 
จนกระทั�งพี /นหลงัใส  นําไปถ่ายรูปบนัทกึผล  
 
        3.14.4 การตรวจสอบแอกตวิิตีของรีคอมบแินนท์แลกเคสด้วย zymogram staining  
 นําทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETNS_1 ซึ�งสามารถผลิตรีคอม
บิแนนท์แลกเคสได้มาทดสอบแอกติวิตีด้วยวิธี zymogram staining  ซึ�งดดัแปลงมาจากวิธีของ 
Salony และคณะ (2006), Garcia และคณะ (2007) และ Salony และคณะ (2008) เริ�มจากทํา 
อิเล็กโทรโฟเรซิส SDS-PAGE ของรีคอมบิแนนท์แลกเคสตามวิธีในข้อ 3.14.2  โดยปั�นเก็บเซลล์ที�
ผ่านการชกันําด้วย IPTG  แล้วละลายด้วย 50 ไมโครลิตร 2X Laemmli buffer  จากนั /นโหลด
ตวัอย่างลงในเจล SDS-PAGE 10 เปอร์เซ็นต์โดยไม่ต้องต้ม  ทําอิเล็กโทรโฟเรซิสที�อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส  แล้วนําเจลที�ได้มาล้างในบฟัเฟอร์โซเดียมอะซิเตทความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ 3 
ครั /งๆ ละ 45 นาที  แล้วย้ายเจลไปใส่ในบฟัเฟอร์ที�ประกอบด้วยสบัสเตรต ABTS ความเข้มข้น 10 
มิลลิโมลาร์ ในบฟัเฟอร์โซเดียมอะซิเตทความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ เป็นเวลา 10 นาที  จากนั /นดู
การมีแอกตวิิตีของรีคอมบแินนท์แลกเคสจากแถบสีเขียวที�ปรากฎขึ /นบนเจล  
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3.15 การแปรผันภาวะในการผลิตรีคอมบิแนนท์แลกเคส 
 
 เพื�อหาภาวะที�เหมาะสมที�สดุตอ่การผลิตรีคอมบิแนนท์แลกเคส ได้นําทรานสฟอร์แมนต์ที�
ได้รับรีคอมบิแนนท์แลกเคส pETNS_1 มาเลี /ยงในอาหารเหลว LB ที�มีการเติมยาปฎิชีวนะแอมพิ
ซิลลินความเข้มข้นสุดท้าย 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร กับยาปฎิชีวนะคลอแรมเฟนิคอลความ
เข้มข้นสดุท้าย 34 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร บม่โดยเขย่าที� 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 16-18 ชั�วโมง 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  จากนั /นนําเชื /อปริมาตร 5 มิลลิลิตร ไปเลี /ยงในอาหารเหลว LB 
ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที�มียาปฏิชีวนะทั /งสองชนิด ที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บม่โดยเขย่าที� 
200 รอบต่อนาที  เมื�อวดัค่าการดดูกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 600 นาโนเมตร เท่ากบั 0.6 แล้ว
นําไปแปรผนัภาวะในการเลี /ยงตา่งๆ ดงัตอ่ไปนี / 

        3.15.1 แปรผนัอณุหภมูิ 

 เมื�อวดัค่าการดดูกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 600 นาโนเมตรเท่ากับ 0.6 แล้ว เติม IPTG 
ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ลงในอาหาร แล้วนําไปเลี /ยงที�อณุหภูมิ 25  30  37 และ 40 องศา
เซลเซียส บม่โดยเขย่าที� 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 3 ชั�วโมง  จากนั /นปรับความเข้มข้นของเชื /อใน
แต่ละอุณหภูมิให้เท่ากันโดยวดัค่าการดดูกลืนแสงที�ความยาว 600 นาโนเมตร แล้วปั�นเก็บเซลล์  
นําไปวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์แลกเคสด้วย SDS-PAGE ตามวิธีในข้อ 
3.14.2     

        3.15.2 แปรผนัความเข้มข้น IPTG 

 เมื�อวดัค่าการดดูกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 600 นาโนเมตรเท่ากับ 0.6 แล้ว เติม IPTG 
แปรผนัความเข้มข้นตา่งๆ ดงันี /  25  50  100  200  400  600  800และ 1,000 ไมโครโมลาร์ ลงใน
อาหาร แล้วนําไปเลี /ยงในอณุหภูมิที�มีการผลิตรีคอมบิแนนท์แลกเคสสงูที�สดุในข้อ 3.15.1 บม่โดย
เขยา่ที� 200 รอบตอ่นาที จากนั /นปรับความเข้มข้นของเชื /อในแตล่ะอณุหภูมิให้เท่ากนัโดยวดัคา่การ
ดดูกลืนแสงที�ความยาว 600 นาโนเมตร แล้วปั�นเก็บเซลล์  นําไปวิเคราะห์ระดบัการแสดงออกของ
รีคอมบแินนท์แลกเคสด้วย SDS-PAGE ตามวิธีในข้อ 3.14.2     

3.15.3 แปรผนัเวลา 
 เมื�อวดัค่าการดดูกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 600 นาโนเมตรเท่ากับ 0.6 แล้ว เติม IPTG 
ความเข้มข้นที�ให้การแสดงออกรีคอมบิแนนท์แลกเคสมากที�สุดในข้อ 3.15.2 ลงในอาหาร แล้ว
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นําไปเลี /ยงในอุณหภูมิที�มีการผลิตรีคอมบิแนนท์แลกเคสสงูที�สดุที�ได้ในข้อ 3.15.1 บม่โดยเขย่าที� 
200 รอบต่อนาที จากนั /นปรับความเข้มข้นของเชื /อในแต่ละอุณหภูมิให้เท่ากันโดยวัดค่าการ
ดดูกลืนแสงที�ความยาว 600 นาโนเมตร แล้วปั�นเก็บเซลล์  นําไปวิเคราะห์ระดบัการแสดงออกของ
รีคอมบแินนท์แลกเคสด้วย SDS-PAGE ตามวิธีในข้อ 3.14.2     
 
3.16 การทํารีคอมบิแนนท์แลกเคสให้บริสุทธิโดยใช้ชุดสําเร็จY  TALON® Metal Affinity 
Resins (Clontech, USA) (ภาคผนวก ข37) 
 
        3.16.1 การเตรียมรีคอมบแินนท์แลกเคสเพื�อใช้ในการทําให้บริสทุธิ< 
 เลี /ยงเซลล์ทรานสฟอร์แมนต์ที�มีการผลิตรีคอมบิแนนท์แลกเคสในภาวะที�มีการชกันําให้
เกิดการแสดงออกตามวิธีในข้อ 3.14.1 โดยนําตะกอนเซลล์จากการเลี /ยงในอาหารเหลวปริมาตร 
100 มิลลิลิตร มาเติมสารละลาย denaturing buffer ลงไปปริมาตร 14 มิลลิลิตร  เขย่าจนได้
สารละลายใส  แล้วนําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 10,000 g อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 20 นาที  แล้ว
ดดูสว่นใสเก็บไว้โดยไม่รบกวนตะกอน  และเก็บส่วนใสไว้ส่วนหนึ�งสําหรับการวิเคราะห์ด้วย SDS-
PAGE ตามวิธีในข้อ 3.14.2 ที� -20 องศาเซลเซียส 
 
        3.16.2 การทํารีคอมบิแนนท์แลกเคสให้บริสทุธิโดยใช้ชุดสําเร็จ<  TALON® Metal Affinity 
Resins  
 ดดูสารแขวนลอยเรซินปริมาตร 2 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตรนําไป
ปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 700 g ที�อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 นาที  จากนั /นดดูส่วนใสทิ /ง  แล้วเติม
สารละลาย 1X equilibration buffer ความเป็นกรดเบสเท่ากบั 8 ลงไปปริมาตร 10 มิลลิลิตร  ผสม
ให้เข้ากนั  นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 700 g ที�อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 2 นาที  จากนั /นดดูส่วนใสทิ /ง  
แล้วทําขั /นตอนการเติมสารละลาย 1X equilibration buffer ซํ /าอีก 1 ครั /ง  เติมรีคอมบิแนนท์แลก
เคสที�เตรียมไว้ในข้อ 3.15.1 ลงในเรซิน  ผสมให้เข้ากนั  แล้วนําไปบม่โดยเขย่า  เป็นเวลา 20 นาที 
ที�อณุหภูมิห้อง นําไปปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 700 g ที�อณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที  ดดูส่วนใสเก็บ
ไว้สําหรับวิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE  จากนั /นล้างเรซินครั /งแรกโดยเติม denaturing buffer 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  แล้วนําไปบม่โดยเขย่า เป็นเวลา 10 นาที ที�อณุหภูมิห้อง  นําไปปั�นเหวี�ยงที�
ความเร็ว 700 g ที�อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที  ดดูส่วนใสเก็บไว้สําหรับวิเคราะห์ด้วย SDS-
PAGE  แล้วล้างเรซินซํ /าอีก 1 ครั /งด้วยวิธีการข้างต้น  เติม denaturing buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
ลงไป  แล้วย้ายเรซินลงสู่คอลมัน์ขนาด 2 มิลลิลิตร  รอให้เรซินตกรวมกันที�ก้นคอลมัน์  จากนั /น
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ปล่อยบฟัเฟอร์ออกจากคอลมัน์  แล้วเติม denaturing buffer ปริมาตร 5 มิลลิลิตรลงไป  ปล่อย
บฟัเฟอร์ออกจากคอลมัน์  แล้วชะรีคอมบิแนนท์แลกเคสโดยเติม 1X elution buffer ลงไปปริมาตร 
5 มิลลิลิตร  เก็บรีคอมบิแนนท์แลกเคสที�ผ่านการทําให้บริสุทธิด้วยเรซิน < fraction ละ 500 
ไมโครลิตร แล้วนําไปวิเคราะห์ด้วยวิธี SDS-PAGE โดยผสมสารละลายโปรตีนปริมาตร 50 
ไมโครลิตร กบัสีย้อม 5X SDS-PAGE sample buffer (ภาคผนวก ข38) 12 ไมโครลิตร 
 
 ส่วนเรซินที�ผ่านการใช้งานแล้วสามารถนํากลบัมาใช้ใหม่ได้โดยการล้างด้วยสารละลาย
ตา่งๆ ตามลําดบัดงันี /   

1X equilibration bufferปริมาตร    5   มิลลิลิตร   
นํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อปริมาตร    3   มิลลิลิตร 
เอทานอล 25 เปอร์เซ็นต์ปริมาตร   5   มิลลิลิตร 
นํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อปริมาตร   3   มิลลิลิตร 
EDTA ความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ ปริมาตร  5  มิลลิลิตร 
(ความเป็นกรดเบส 8.0) 

   นํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อปริมาตร    3   มิลลิลิตร 
  100 มิลลิโมลาร์ CoCl2·6H2Oปริมาตร   2   มิลลิลิตร 

(ภาคผนวก ข39) 
นํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อปริมาตร    3   มิลลิลิตร 
เอทานอล 20 เปอร์เซ็นต์ปริมาตร    1  มิลลิลิตร 
 

 ดดูเรซินใสห่ลอดไมโครฟิวจ์  แล้วแชเ่ก็บไว้ที�อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จนกวา่จะนํามาใช้ 
 
        3.16.3 การวดัปริมาณความเข้มข้นโปรตีนด้วย Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent 
Concentrate (Bio-Rad Laboratories, USA) 
 ทํา standard ของโปรตีน BSA เพื�อใช้ในการหาความเข้มข้นของโปรตีน  โดยช่วงความ
เข้มข้นของ BSA ที�ใช้ในการทํา stardard อยู่ระหว่าง 1.2 ถึง 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  ผสมสาร
ตา่งๆ ในปฏิกิริยาดงันี / 
  BSA ในความเข้มข้นตา่งๆ  800  ไมโครลิตร 
  Dye     200  ไมโครลิตร 
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 ผสมสารให้เข้ากนัด้วยเครื�องผสมสาร  บม่ที�อณุหภูมิห้องอย่างน้อง 5 นาที  จากนั /นนําไป
วดัค่าการดูดกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 595 นาโนเมตร  นําค่าการดดูกลืนแสงที�วดัได้มาสร้าง
กราฟมาตรฐาน  ซึ�งในการวดัความเข้มข้นของโปรตีนตวัอยา่งทําเชน่เดียวกนั 
 
        3.16.4 การ refolding รีคอมบแินนท์แลกเคส 
 ตดัถงุ dialyse ให้มีความยาวประมาณ 15 เซ็นติเมตร  จากนั /นนําไปต้มกับ EDTA 1 
เปอร์เซ็นต์  ล้างในนํ /ากลั�นจนไมม่ีกลิ�นของ EDTA เหลืออยู่แล้วแช่ที� 4 องศาเซลเซียสจนกว่าจะ
นํามาใช้  จากนั /นเติมรีคอมบิแนนท์แลกเคสที�ผ่านการทําบริสทุธิในข้อ < 3.16.2 ลงในถงุ dialyse ที�
ผูกปลายด้านหนึ�งด้วยด้ายไว้ก่อนแล้ว  จากนั /นมัดปิดปากถุงด้วยด้าย  แล้วนําไป dialyse ใน
บฟัเฟอร์ (ภาคผนวก 40) ที�มีความเข้มข้นของยเูรียเริ�มจาก 8   6   4   2   1   0.5   0.25  และ 0 โม
ลาร์  ตามลําดบั  ทํา dialyse โดยให้ปฎิกิริยาอยู่ในนํ /าแข็งตลอดเวลา  ยกเว้นที�ความเข้มข้นยเูรี
 8 โมลาร์ทําที�อณุหภูมิห้อง และเปลี�ยนบฟัเฟอร์ทกุๆ 3 ชั�วโมง  ดดูเก็บโปรตีนที�ผ่านการ dialyse 
ในหลอดไมโครฟิวจ์ปลอดเชื /อ  แล้วนําไปวดัความเข้มข้นโปรตีนตามวิธีในข้อ 3.16.3  และทดสอบ
แอกติวิตีตามวิธีในข้อ 3.6.1 กบัวิธี zymogram staining ตามวิธีในข้อ 3.14.3  เก็บรีคอมบิแนนท์
แลกเคสที�ผา่นการ refolding ที� -20 องศาเซลเซียส  
 
3.17 การทดสอบความสามารถของรีคอมบิแนนท์แลกเคสบริสุทธิในการย่อยสลายY
ฟลออรีนู  
 นํารีคอมบแินนท์แลกเคสที�ผ่านการทําให้บริสทุธิจากข้อ < 3.16.4 มาทดสอบการย่อยสลาย
ฟลูออรีนตามวิธีที�ดดัแปลงจากวิธีของ Koschorreck และคณะ (2008)  โดยปฎิกิริยาการย่อย
สลายมีการผสมสารดงันี / 
  ฟลอูอรีนความเข้มข้น  0.1   มิลลิโมลาร์ 
  ABTS     1  มิลลิโมลาร์ 

บฟัเฟอร์โซเดียมอะซิเตต  0.1  โมลาร์  
(คา่ความเป็นกรด-ดา่ง 4.5) 
รีคอมบแินนท์แลกเคส               1.5              มิลลิลิตร   
ปริมาตรรวม     5  มิลลิลิตร 
 

ชดุควบคมุทําเช่นเดียวกนัแตไ่ม่เติมแลกเคส  บม่ที�อณุหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั�วโมง  เก็บ
ตวัอย่างที� 0  10  20  30  40  50  60  90 และ 120 นาที  ทําทั /งหมด 2 ซํ /า  เก็บตวัอยา่งครั /งล
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 300 ไมโครลิตร  แล้วสกดัด้วยเฮกเซนปริมาตร 300 ไมโครลิตร  ปั�นผสมเป็นเวลา 2 นาที  แช่ที�
อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส  เพื�อให้เกิดการแยกชั /น  ดดูส่วนใสด้านบนใส่หลอดใหม่  เติมโซเดียม
ซัลเฟตอบแห้งทีละน้อยจนกระทั�งอิ�มตัว  ตั /งทิ /งไว้ให้ตกตะกอน  วิเคราะห์ปริมาณฟลูออรีนที�
เหลืออยูด้่วยเครื�อง GC  
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บทที� 4 
 

ผลการทดลอง 

 
4.1 การเลี Pยงรา Agrocybe sp. CU43 เพื�อการสกัด total RNA 
 

จากการเลี /ยงรา Agrocybe sp. CU43 ในภาวะที�มีการชกันําด้วยฟลอูอรีนความเข้มข้น 
500 ppm เพื�อให้เกิดการผลิตแลกเคสตามวิธีในข้อ 3.6  เมื�อดแูนวโน้มแอกติวิตีของแลกเคสจาก
งานวิจยัของกลุนี ชพูึ�งอาตม์ (2550) และ Chupungars และคณะ (2009) พบว่าราจะมีแอกติวิตี
ของแลกเคสสงูสดุในวนัที� 21 โดยมีแอกทิวิตีอยู่ที� 470 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร จากนั /นแอกติวิตีจะลดลง
ในสัปดาห์ที� 4  แต่ในงานวิจยันี /รูปแบบของแอกติวิตีแตกต่างจากผลการทดลองในงานวิจยัของ 
กลุนี ชพูึ�งอาตม์ (2550) และ Chupungars และคณะ (2009) โดยพบว่าในวนัที� 14 ของการเลี /ยง
รา Agrocybe sp. CU43 แลกเคสมีแอกติวิตีสงูสดุคือ 155.55 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร ซึ�งบง่บอกถึงการ
แสดงออกของยีนที�ควบคมุการแสดงออกของแลกเคสในระดบัสงู และเมื�อเลี /ยงตอ่ไปจนถึงวนัที� 21 
พบว่ารามีแอกติวิตีของแลกเคสลดลงอยู่ที� 111.11 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร ดงัแสดงในรูปที� 4.1 ทําให้
ต้องเก็บเส้นใยราโดยการไลโอฟิไลซ์ให้แห้งในวนัที� 21 แม้ว่าจะไม่ใช่วนัที�ให้แอกติวิตีสูงสดุ แล้ว
นําไปใช้ในการสกดั total RNA ตามวิธีในข้อ 3.7 ด้วยชดุสําเร็จ AurumTM Total RNA Fatty and 
Fibrous Tissue Kit  จากนั /นนําไปวดัปริมาณความเข้มข้นและตรวจสอบความบริสทุธิของ < total 
RNA ด้วยการวดัคา่การดดูกลืนแสงที�ความยาวคลื�น 260 และ 280 นาโนเมตร  ผลการวดัปริมาณ
ความเข้มข้นและความบริสทุธิของ < total RNA ที�สกดัจากเส้นใย 5 ตวัอย่าง แสดงในตารางที� 4.1 
ซึ�งมีความบริสทุธิสงูโดยมีอตัราส่วนของคา่การดดูกลืนแสง < A260/A280 อยู่ในช่วง 1.88-1.93  จึง
นํา total RNA ทั /งหมดมารวมกนั จากนั /นนํา total RNA ความเข้มข้น 20 ไมโครกรัม ไปทําอะกา
โรส-ฟอร์มลัดีไฮด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามวิธีในข้อ 3.9 เพื�อตรวจสอบคณุภาพและความบริสทุธิ<

ของ total RNA  ผลการทดลองแสดงในรูปที� 4.2  ซึ�งแสดงถึง total RNA ที�สกัดได้จากรา 
Agrocybe sp. CU43  ว่าประกอบด้วย ribosomal RNA ขนาด 18S และ 28S  total RNA ที�สกดั
ได้โดยมีคณุภาพดี มีแถบของ RNA ที�คมชดั  ไมมี่การปนเปื/อนของจีโนมิกดีเอ็นเอ  ซึ�งเหมาะสมตอ่
การนําไปใช้ในการสงัเคราะห์สาย cDNA ตอ่ไป   
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รูปที� 4.1 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งแอกตวิิตีของแลกเคส (ยนูิตตอ่มิลลิลิตร) กบัระยะเวลา
ที�ใช้ในการเลี /ยงรา Agrocybe sp. CU43 (สปัดาห์) 

 

ตารางที� 4.1 ความเข้มข้นและความบริสทุธิของ < total RNA จากตวัอย่างเส้นใย 5 ตวัอย่าง คา่ที�
ได้มาจาก RNA ที�เจือจาง 1:100 เทา่ 

ตวัอยา่ง A260 A280 
ปริมาณ total 
RNA (µg/µl) 

A260/A280 

1 0.2182 0.1157 0.8726 1.89 
2 0.1780 0.0921        0.712 1.93 
3 0.2289 0.1216 0.9156 1.88 
4 0.1806 0.0962 0.7224 1.88 
5 0.1783 0.0932 0.7132 1.91 
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รูปที� 4.2 ภาพการทําอะกาโรส-ฟอร์มลัดีไฮด์เจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของ total RNA ที�สกดัได้จากรา 
Agrocybe sp. CU43  หลงัจากเลี /ยงในอาหารเหลวที�มีฟลอูอรีนความเข้มข้น 500 ppm เป็นเวลา 
21 วนั 
 
4.2 การเพิ�มจาํนวนยีนแลกเคสจาก cDNA 
 
 นํา total RNA ที�สกดัได้จากข้อ 4.1 มาใช้ในการสงัเคราะห์สาย cDNA สายแรกตามวิธีใน
ข้อ 3.10  จากนั /นนําสาย cDNA สายแรกที�สงัเคราะห์ขึ /นมาใช้เป็นแม่แบบในการเพิ�มจํานวนยีน
แลกเคสด้วยปฎิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสด้วยคูโ่อลิโกนิวคลีโอไทด์ไพร์เมอร์ lacC-F1 และ lacC-R5   

ส่วนชุดควบคมุผลบวกทําปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยคู่โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพร์เมอร์ lacC-F1 
และ lac-R1  จากนั /นตรวจสอบหาผลิตภณัฑ์จากการทําปฎิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสด้วยวิธีอะกา
โรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ซึ�งจากการวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีนแลกเคสจากจีโนมิกดีเอ็นเอ
ของรา Agrocybe sp. CU43 ที�ได้จากงานวิจยัของ Tantibunthaweewat และ Rerngsamran 
(2009) ด้วยโปรแกรม FGENESH (www.softberry.com) ควรได้ผลิตภัณฑ์ที�มีขนาดประมาณ 
1,569 bp และชุดควบคมุควรได้ผลิตภัณฑ์ขนาดประมาณ 750 bp  นอกจากนี /หากในตวัอย่าง 
total RNA มีจีโนมิกดีเอ็นเอปนเปื/อนจะทําให้ชดุควบคมุเกิดผลิตภณัฑ์ขนาดประมาณ 1,200 bp 
ด้วย  ผลการทดลองแสดงดงัในรูปที� 4.3 ในช่องที� 2 ซึ�งเป็นชุดควบคุมผลบวกผลิตภัณฑ์ที�ได้มี
ขนาด 750 bp เพียงขนาดเดียว ซึ�งแสดงว่า cDNA สายแรกที�สงัเคราะห์ขึ /นมีความสมบูรณ์ ไม่มี
การปนเปื/อนของจีโนมิกดีเอ็นเอ และเหมาะสมที�จะใช้เป็นแมแ่บบในการเพิ�มจํานวนชิ /นยีนแลกเคส  

28S 
18S 
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1000 
1500 

ส่วนในช่องที� 3 และ 4 แสดงผลิตภัณฑ์จากการทําปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสที�ขนาดประมาณ 
1,500 bp ซึ�งเป็นขนาดของยีนแลกเคสตรงตามที�วิเคราะห์ไว้จากการเพิ�มจํานวนด้วยปฎิกิริยา
ลกูโซพ่อลิเมอเรสโดยใช้ cDNA เป็นแมแ่บบ   
 
                                                       1        2      3       4 

 
 

รูปที� 4.3 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสจากการทําปฎิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสของยีนแลกเคส
จาก cDNA สายแรก    
ชอ่งที� 1    GeneRuler 1Kb DNA Ladder 
ชอ่งที� 2 ผลิตภณัฑ์จากการทําปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสด้วยโอลิโกนิวคลีโอไทด์

ไพรเมอร์ lacC-F1 และ lac-R1 ที�มี cDNA สายแรกเป็นแม่แบบ (ชุด
ควบคมุผลบวก)   

ชอ่งที� 3 และ 4   ผลิตภณัฑ์จากการทําปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสด้วยโอลิโกนิวคลีโอไทด์
ไพรเมอร์ lacC-F1 และ lacC-R5 ที�มี cDNA สายแรกเป็นแมแ่บบ 
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4.3 การโคลนยีนแลกเคสเข้าส่เวกเตอร์สําหรับเพิ�มจํานวนู และการทรานสฟอร์มรีคอม

บิแนนท์พลาสมิดเข้าส่ ู E. coli DH5α 
 

นํายีนแลกเคสจากข้อ 4.2 ที�เพิ�มจํานวนจากการทําปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ 
cDNA เป็นแม่แบบเชื�อมเข้ากบัเวกเตอร์สําหรับเพิ�มจํานวน pGEM®-T easy vector ตามวิธีในข้อ 
3.12.1  แล้วทรานสฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าสู่ E. coli DH5α  จากนั /นคดัเลือกโคโลนีที�มี
สีขาวเมื�อทดสอบบนอาหารเลี /ยงเชื /อแข็ง LB ที�มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และมีการเกลี�ยผิวหน้าของอาหารแข็งไว้ก่อนด้วย 100 ไมโครลิตร ของ
สารละลายผสมของ X-gal ความเข้มข้นสดุท้าย 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร กับสารละลาย IPTG 
ความเข้มข้นสดุท้าย 1 โมลาร์ มาตรวจสอบการได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยวิธีโคโลนีพีซีอาร์
ตามวิธีในข้อ 3.12.3 โดยในแต่ละหลอดปฎิกิริยาของการทําโคโลนีพีซีอาร์จะประกอบด้วย 3-4 
ทรานสฟอร์แมนต์  แล้วทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสเพื�อตรวจสอบหาผลิตภัณฑ์จากการทํา
ปฎิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสด้วยโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ lacC-F1 และ lac-R1 ซึ�งผลิตภณัฑ์ที�
ได้คววรมีขนาดประมาณ 750 bp โดยมีชดุควบคมุผลลบเป็นทรานสฟอร์แมนต์ที�มีโคโลนีสีฟ้าซึ�ง
ได้รับเวกเตอร์ pGEM®-T easy vector  ผลการทดลองแสดงดงัในรูปที� 4.4  ในช่องที� 2 ซึ�งเป็นชดุ
ควบคมุผลลบไมใ่ห้ผลิตภณัฑ์จากการทําโคโลนีพีซีอาร์เนื�องจากโคโลนีสีฟ้าเป็นทรานสฟอร์แมนต์
ที�ได้รับพลาสมิดที�ไม่มีการแทรกของยีนแลกเคส  ส่วนช่องที� 3-5 เป็นการทําโคโลนีพีซีอาร์ของ 
ทรานสฟอร์แมนต์ที�มีโคโลนีสีขาว ซึ�งปรากฏผลิตภัณฑ์จากการทําโคโลนีพีซีอาร์ขนาด 750 bp 
ตามที�ต้องการ  จงึสามารถสรุปได้ว่าทรานสฟอร์แมนต์ที�อยู่ในแตล่ะปฎิกิริยาจากการทําโคโลนีพีซี
อาร์มีทรานสฟอร์แมนต์ที�มีรีคอมบแินนท์พลาสมิดที�มียีนแลกเคสแทรกอยู ่  
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รูปที� 4.4 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสจากการทําโคโลนีพีซีอาร์ด้วยคูโ่อลิโกนิวคลีโอไทด์ไพร์
เมอร์ lacC-F1 และ lac-R1 เพื�อตรวจสอบหาทรานสฟอร์แมนต์ที�มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที�มียีน
แลกเคสแทรกอยู ่
ชอ่งที� 1    GeneRuler 1Kb DNA Ladder 
ชอ่งที� 2 ผลิตภัณฑ์จากการทําโคโลนีพีซีอาร์ด้วยโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ 

lacC-F1 และ lac-R1 ที�มีพลาสมิดจากโคโลนีสีฟ้าเป็นแม่แบบ (ชุด
ควบคมุผลลบ)  

ชอ่งที� 3-5   ผลิตภัณฑ์จากการทําโคโลนีพีซีอาร์ด้วยโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ 
lacC-F1 และ lac-R1 ที�มีพลาสมิดจากโคโลนีสีขาวเป็นแมแ่บบ 

 
จากนั /นเลือกทรานสฟอร์แมนต์ที�อยูใ่นปฎิกิริยาโคโลนีพีซีอาร์ของช่องที� 4 ในรูปที� 4.4 ซึ�งมี

ทั /งหมด 3 ทรานสฟอร์แมนต์ไปแยกเลี /ยงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที�มียาปฎิชีวนะ
แอมพิซิลลินความเข้มข้นสดุท้าย 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  เพื�อตรวจสอบว่าทรานสฟอร์แมนต์ใด
ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที�มียีนแลกเคสแทรกอยู่โดยการสกัดพลาสมิดด้วยวิธี Rapid 
alkaline lysis ตามวิธีในข้อ 3.12.4  คดัเลือกรีคอมบิแนนท์พลาสมิดไปตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 
EcoRI ตามวิธีในข้อ 3.12.5 เพื�อตรวจสอบการแทรกอยู่ของยีนแลกเคส  ซึ�งจากการคํานวณขนาด
ดีเอ็นเอที�ได้หลงัจากการตดัพลาสมิดด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI ควรได้ผลิตภณัฑ์ที�มีขนาด

1000 
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ประมาณ 3,015 bp  1,211 bp และ 358 bp  เนื�องจาก pGEM®-T easy vector (ภาคผนวก ค1) 
มีขนาด 3,015 bp มีตําแหน่งของเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI อยู่ที�ตําแหน่งที� 52 และ 70 bp  ซึ�ง
เป็นบริเวณหวัและท้ายของจดุที�แทรกของยีนแลกเคส และ cDNA ของยีนแลกเคสจากการทํานาย
ด้วยโปรแกรม FGENESH มีขนาด 1,569 bp เมื�อนําไปวิเคราะห์หาจดุตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 
EcoRI โดยโปรแกรม NEBcutter V 2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/) พบว่ายีนแลกเคสมี
จดุตดัของเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI ที�ตําแหน่ง 358 bp  ผลการตดัรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วย
เอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI แสดงในรูปที� 4.5 ซึ�งพบวา่จากการตดัพลาสมิดดงักล่าวด้วยเอนไซม์ตดั
จําเพาะ EcoRI ได้ผลิตภณัฑ์ขนาดประมาณ 3,000 bp  1,200 bp และ 400 bp  ซึ�งใกล้เคียงกบั
ขนาดที�คาดคะเนไว้ ซึ�งแสดงวา่พลาสมิดนี /มียีนแลกเคสแทรกอยู ่และตั /งชื�อรีคอมบิแนนท์พลาสมิด
นี /ว่า pTTLC  จากนั /นนําทรานสฟอร์แมนต์ที�มีรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pTTLC มาสกัดพลาสมิด
ด้วยชดุสําเร็จ QIAprep Spin Miniprep Kit แล้วส่งรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pTTLC ที�สกดัได้ไปหา
ลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีนแลกเคสที�แทรกอยู่ด้วยโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพร์เมอร์ T7 promoter และ 
SP6 ซึ�งอยู่บนเวกเตอร์ ผลของลําดบันิวคลีโอไทด์ที�ได้แสดงไว้ในภาคผนวก ค4  โดยไดอะแกรม
การสร้างพลาสมิด pTTLC แสดงสรุปไว้ในรูปที� 4.6 
 
                                                                  1      2 

 
 

รูปที� 4.5 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสจากการตดัพลาสมิด pTTLC ด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 
EcoRI 
ชอ่งที� 1    GeneRuler 1Kb DNA Ladder 
ชอ่งที� 2 พลาสมิด pTTLC ที�ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI   
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รูปที� 4.6 ไดอะแกรมการสร้างพลาสมิด pTTLC 
 
 
 
 

cDNA 

Laccase gene 1584 bp 

ไลเกชนั 

pGEM-T 
Easy Vector 

3015 bp 

pTTLC 
4599 bp 

PCR ด้วย ไพรเมอร์ lacC-F1 
และ lacC-R5 

EcoRI EcoRI 

EcoRI 52 

EcoRI 70 

EcoRI 358 
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4.4 การโคลนยีนแลกเคสเข้าส่เวกเตอร์สําหรับการแสดงอู อกและการทรานสฟอร์มรีคอม
บิแนนท์พลาสมิดเข้าส่ ู E. coli Rosetta-Gami B (DE3) pLysS 
 

4.4.1 การสร้างเวกเตอร์เพื�อการแสดงออก pET2126_4  
เนื�องจากต้องการให้มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์แลกเคสออกสู่นอกเซลล์ของ E. 

coli สายพนัธุ์ Rosetta-Gami B (DE3) pLysS ซึ�งต้านทานตอ่ยาปฏิชีวนะคานามยัซิน จึงจะนํา 
cDNA ของยีนแลกเคสไปเชื�อมตอ่กบับริเวณ signal sequence ของยีน pelB ซึ�งในห้องปฏิบตัิการ
มีเพียงเวกเตอร์ pET-26b(+) (ภาคผนวก ค2) ที�มีบริเวณนี / แตเ่วกเตอร์นี /มี selectable marker 
เป็นยีนต้านยาปฏิชีวนะคานามัยซิน  ดงันั /นจึงต้องสร้างเวกเตอร์ใหม่โดยย้ายบริเวณ signal 
sequence และ multiple cloning site ของเวกเตอร์ pET-26b(+) ไปแทนที�บริเวณ T7 Tag และ 
multiple cloning site ของเวกเตอร์ pET-21c(+)(ภาคผนวก ค3) ซึ�งเวกเตอร์ pET-21c(+) มียีน
ต้านยาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน ซึ�งสามารถนําไปใช้เพื�อการทรานสฟอร์มเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E. coli 
Rosetta-Gami B (DE3) pLysS ได้ โดยขั /นตอนการแทนที� signal sequence (pelB leader) และ 
multiple cloning site ของเวกเตอร์เพื�อการแสดงออก pET-26b(+) กับบริเวณ T7 Tag และ 
multiple cloning site ของเวกเตอร์เพื�อการแสดงออก pET-21c(+) ปฎิบตัิตามวิธีในข้อ 3.13.2  
ตั /ง ชื�อเวกเตอร์เพื�อการแสดงออกที� ได้ว่า pET2126_4  โดยไดอะแกรมการสร้างเวกเตอร์ 
pET2126_4 แสดงดงัในรูปที� 4.7    
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รูปที� 4.7 ไดอะแกรมการสร้างเวกเตอร์ pET2126_4 
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T7 ter 
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pET-26b(+) 
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pBR322 ori 
pBR322 ori 
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BglII 342 

pET-21c(+) 
5443 bp 

T7 pro 

T7 ter XhoI 158 

T7 ter 

pET-21c(+) 
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BglII 342 
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ไลเกชนั 

pET2126_4 
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4.4.2 การโคลนยีนแลกเคสเข้าสูเ่วกเตอร์สําหรับการแสดงออกและการทรานสฟอร์มเข้าสู ่
E. coli Rosetta-Gami B (DE3) pLysS 

ในขั /นตอนนี /ได้โคลนยีนแลกเคสทั /งแบบที�มีและไมมี่ signal sequence ของรา ดงันี / 
เพิ�มจํานวนยีนแลกเคสที�ได้จากการทําปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสซึ�งมีพลาสมิด pTTLC 

เป็นแม่แบบด้วยคู่โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ lacC-F4 และ lacC-R4 ซึ�งออกแบบเพื�อทําให้
ผลิตภณัฑ์ลกูโซ่พอลิเมอเรสที�ได้มีลําดบั signal sequence ของรา Agrocybe sp. CU43 และ
ด้วยคู่โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ lacCFnoSS และ lacC-R4 ซึ�งออกแบบเพื�อทําให้ผลิตภัณฑ์
ลกูโซ่พอลิเมอเรสที�ได้ไม่มีลําดบั signal sequence ของราตามวิธีในข้อ 3.13.3.1  ผลการทํา
ปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสแสดงในรูปที� 4.8  โดยพบวา่ผลิตภณัฑ์ที�ได้จากการทําปฎิกิริยาลกูโซ่พอ
ลิเมอเรสยีนแลกเคสด้วยคูโ่อลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ lacC-F4 และ lacC-R4 กบัคู่โอลิโกนิวคลี
โอไทด์ไพรเมอร์ lacCFnoSS และ lacC-R4 นั /นมีขนาดประมาณ 1,500 bp ตามที�ต้องการ  
จากนั /นนําผลิตภณัฑ์ในช่องที� 1 และช่องที� 3 มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ NcoI และ BamHI 
ตามวิธีในข้อ 3.13.3.3 เพื�อเชื�อมต่อเข้ากับเวกเตอร์เพื�อการแสดงออก pET2126_4  โดยแทรก
ระหว่างบริเวณ multiple cloning site ของเอนไซม์ตดัจําเพาะ NcoI และ BamHI ตามวิธีในข้อ 
3.13.4 แล้วทรานสฟอร์มเข้าสูค่อมพีเทนต์เซลล์ E. coli DH5α   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



73 
 

1       2       3 

 

 

รูปที� 4.8 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสจากการทําปฎิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสยีนแลกเคสซึ�งมี 
รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pTTLC เป็นแม่แบบด้วยคู่โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ lacC-F4 และ 

lacC-R4 กบั lacCFnoSS และ lacC-R4 
ชอ่งที� 1   ผลิตภัณฑ์จากการทําปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสยีนแลกเคสซึ�งมีรีคอม 

บแินนท์พลาสมิด pTTLC เป็นแม่แบบด้วยคูโ่อลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ 
lacCFnoSS และ lacC-R4  

ชอ่งที� 2    GeneRuler 1Kb DNA Ladder 
ชอ่งที� 3 ผลิตภัณฑ์จากการทําปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสยีนแลกเคสซึ�งมีรีคอม 

บแินนท์พลาสมิด pTTLC เป็นแม่แบบด้วยคูโ่อลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ 
lacC-F4 และ lacC-R4          

  
สําหรับโคลนที�ไมมี่ signal sequence ของรา คดัเลือกทรานสฟอร์แมนต์ที�มีรีคอมบิแนนท์ 

พลาสมิดด้วยวิธีโคโลนีพีซีอาร์ตามวิธีในข้อ 3.12.3 ด้วยโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ lacCFnoSS 
และ lacC-R4  โดยในแต่ละหลอดของการทําโคโลนีพีซีอาร์ประกอบด้วยทรานสฟอร์แมนต์ 5 
โคโลนี  และมีชุดควบคุมผลลบเป็นทรานสฟอร์แมนต์ที�ถูกทรานสฟอร์มด้วยปฏิกิริยาการไลเกต
เวกเตอร์ pET2126_4 ที�ปราศจากการเติมผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่ของชิ /นยีนแลกเคสลงไป  
แล้วตรวจสอบหาผลิตภัณฑ์ชิ /นยีนแลกเคสจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสที�มีขนาดประมาณ 

 2000 
 1500 
 1000 

bp 
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 1500   

1,500 bp ด้วยการทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส  ผลการทดลองแสดงในรูปที� 4.9  ในช่องที� 1 
ให้ผลิตภัณฑ์จากปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสที�มีขนาด 1,500 bp ที�ชดัเจน  ซึ�งเป็นขนาดของยีน
แลกเคส  ส่วนชิ /นส่วนขนาดประมาณ 500 bp ที�เกิดขึ /นอาจเกิดจากการเพิ�มจํานวนจากปฎิกิริยา
ลกูโซพ่อลิเมอเรสแบบ non specific   
 

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

 
 

รูปที� 4.9 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสจากการทําโคโลนีพีซีอาร์ด้วยโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพร
เมอร์ lacCFnoSS และ lacC-R4 ของทรานสฟอร์มแมนต์ที�ถูกทรานสฟอร์มด้วยรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดที�มีชิ /นยีนแลกเคสที�ไมมี่ signal sequence ของรา  
ช่องที� 1-6 และ 9-12      ผลิตภณัฑ์จากโคโลนีพีซีอาร์ที�ทําปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสด้วยโอลิโก 

นิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ lacCFnoSS และ lacC-R4  โดยมีรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดที�มีชิ /นยีนแลกเคสที�ไมมี่สว่น signal sequence จากราแทรกอยู่
เป็นแมแ่บบ 

ชอ่งที� 7    GeneRuler 1Kb DNA Ladder 
ชอ่งที� 13   ผลิตภัณฑ์จากโคโลนีพีซีอาร์ที�ทําปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยโอลิโก 

นิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ lacCFnoSS และ lacC-R4  โดยมีรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดของชดุควบคมุผลลบเป็นแมแ่บบ  

 

 2000   

  500   
  250   

  750   
1000   

bp 
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จากนั /นนําทรานสฟอร์แมนต์ทั /ง 5 โคโลนีจากช่องที� 1 ในรูปที� 4.9 ไปคดัเลือกตอ่ไปโดย
การแยกเลี /ยงทรานสฟอร์แมนต์ทั /ง 5 โคโลนีในอาหารเหลว LB ที�มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลินความ
เข้มข้น 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  จากนั /นนําไปสกดัพลาสมิดด้วยวิธี Rapid 
alkaline lysis แล้วตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI  ตามวิธีในข้อ 3.13.4 เพื�อตรวจสอบว่า 
ทรานสฟอร์แมนต์ใดมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที�มียีนแลกเคสที�ไม่มีส่วน signal sequence จากรา
แทรกอยู่  โดยตําแหน่งของเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI อยู่หลงัตําแหน่งของเอนไซม์ตดัจําเพาะ 
BamHI ในเวกเตอร์ pET2126_4 ซึ�งบริเวณที�มีการแทรกยีนแลกเคสเข้าไปอยู่ระหว่างตําแหน่งของ
เอนไซม์ตดัจําเพาะ NcoI และ BamHI และยีนแลกเคสมีจดุตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI ที�
ตําแหนง่ 358  ดงันั /นเมื�อทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแล้วควรได้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,200 
bp และ 5,800 bp  มีชุดควบคมุผลลบเป็นทรานสฟอร์แมนต์ที�ถูกทรานสฟอร์มจากปฏิกิริยา
การไลเกตเวกเตอร์ pET2126_4 โดยปราศจากการเติมผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่ของชิ /นยีน
แลกเคสลงไป ซึ�งควรให้ชิ /นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 5,400 bp  ผลการทดลองแสดงดงัรูปที� 4.10 ซึ�ง
พบว่าผลการตดัรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI ในช่องที� 2-6 ให้ดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 1,200 bp และ 5,800 bp ตามที�ได้คาดคะเนไว้  แสดงว่ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที�
เลือกมาทั /ง 5 พลาสมิดมียีนแลกเคสที�ไม่มี signal sequence ของราแทรกอยู่  ส่วนชดุควบคมุผล
ลบได้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 5,400 bp เทา่นั /น  ซึ�งเป็นขนาดของเวกเตอร์ pET2126_4   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



76 
 

1       2       3      4      5       6       7 

 
 

รูปที� 4.10 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแสดงผลการตดัรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที�คาดว่ามีชิ /น
ยีนแลกเคสที�ไม่มี signal sequence ของราแทรกอยู่จากทรานสฟอร์แมนต์ 5 โคโลนีจากช่องที� 1 
ของรูป 4.9 ด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI 
ชอ่งที� 1    GeneRuler 1Kb DNA Ladder 
ชอ่งที� 2-6       รีคอมบิแนนท์พลาสมิด ที� คาดว่า มีชิ /น ยีนแลกเคสที� ไม่ มี  signal 

sequence ของราแทรกอยู่จากทรานสฟอร์แมนต์ 5 โคโลนีจากช่องที� 1 
ของรูปที� 4.9 ถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI 

ชอ่งที� 7   รีคอมบิแนนท์พลาสมิดของชุดควบคุมผลลบที�ถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัด 
จําเพาะ EcoRI 

สําหรับโคลนที�มี signal sequence ของรานั /น จากรูปที� 4.11 ช่องที� 1-5 และ 7-11 ให้
ผลิตภณัฑ์จากปฎิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสที�มีขนาดประมาณ 1,500 bp ที�ชดัเจน  ซึ�งแสดงให้เห็น
ว่ามีทรานสฟอร์แมนต์ที� มียีนแลกเคสแทรกอยู่ จึงนําทรานสฟอร์แมนต์จากช่องที� 2 ซึ�ง
ประกอบด้วยทรานสฟอร์แมนต์ 5 โคโลนีไปคดัเลือกตอ่ไปโดยการแยกเลี /ยงทรานสฟอร์แมนต์ทั /ง 5 
โคโลนีในอาหารเหลว LB ที�มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลินความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  จากนั /นนําไปสกดัพลาสมิดแล้วตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI  เพื�อ
ตรวจสอบว่าทรานสฟอร์แมนต์ใดมีรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที� มียีนแลกเคสที�มีส่วน signal 
sequence จากราแทรกอยู ่  
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             1       2       3       4       5      6      7       8      9     10     11    12 

                         
 
รูปที� 4.11 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสจากการทําโคโลนีพีซีอาร์ด้วยโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพร
เมอร์ lacCFnoSS และ lacC-R4 ของทรานสฟอร์มแมนต์ที�ถูกทรานสฟอร์มด้วยรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดที�มีชิ /นยีนแลกเคสจากปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสที�มี signal sequence ของรา  
ช่องที� 1-5 และ 7-11      ผลิตภณัฑ์จากโคโลนีพีซีอาร์ที�ทําปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสด้วยโอลิโก 

นิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ lacCFnoSS และ lacC-R4 โดยมีรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดที�มีชิ /นยีนแลกเคสที�มีส่วน signal sequence จากราแทรกอยู่
เป็นแมแ่บบ 

ชอ่งที� 6    GeneRuler 1Kb DNA Ladder 
ชอ่งที� 12   ผลิตภัณฑ์จากโคโลนีพีซีอาร์ที�ทําปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยโอลิโก 

นิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ lacCFnoSS และ lacC-R4 โดยมีรีคอมบิแนนท์ 
พลาสมิดของชดุควบคมุผลลบเป็นแมแ่บบ 

 
ในรูปที� 4.12 แสดงผลการตัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะ EcoRI 

พบว่าในช่องที� 3-7 ให้ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,200 bp และ 5,800 bp ตามที�ได้คาดคะเนไว้ ซึ�ง
แสดงว่ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดที�เลือกมาทั /ง 5 พลาสมิดมียีนแลกเคสที�มี signal sequence ของ
ราแทรกอยู ่
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1        2       3       4       5       6       7 

 
 

รูปที� 4.12 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสแสดงผลการตดัรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที�คาดว่ามีชิ /น
ยีนแลกเคสที�มี signal sequence ของราแทรกอยูจ่ากทรานสฟอร์แมนต์ 5 โคโลนีจากช่องที� 2 ของ
รูปที� 4.11 ด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI 
ชอ่งที� 1    GeneRuler 1Kb DNA Ladder 
ชอ่งที� 2    รีคอมบแินนท์พลาสมิดของชดุควบคมุผลลบที�ถกูตดัด้วย EcoRI 
ชอ่งที� 3-7       รีคอมบิแนนท์พลาสมิดที�คาดว่ามีชิ /นยีนแลกเคสที�มี signal sequence 

ของราแทรกอยู่จากทรานสฟอร์แมนต์ 5 โคโลนีจากช่องที� 2 ของรูปที� 
4.11 ถกูด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ EcoRI 

 
คดัเลือกทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที�มียีนแลกเคสที�ไม่มี signal 

sequence จากรา ในช่องที� 2 ของรูปที� 4.10 และตั /งชื�อรีคอมบิแนนท์พลาสมิดว่า pETNS_1 และ
คดัเลือกทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิดที�มียีนแลกเคสที�มี signal sequence 
จากราในช่องที� 4 ของรูปที� 4.12 และตั /งชื�อรีคอมบิแนนท์พลาสมิดว่า pETSS_7 มาสกดัพลาสมิด
ด้วยชดุสําเร็จ QIAprep Spin Miniprep Kit  แล้วส่งรีคอมบิแนนท์พลาสมิดทั /งสองไปวิเคราะห์หา
ลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีนแลกเคสที�แทรกอยู่และตรวจสอบบริเวณจดุเชื�อมตอ่ระหว่างยีนแลกเคส
กบัเวกเตอร์ pET2126_4  ซึ�งผลการตรวจสอบแสดงในภาคผนวก ค5 และภาคผนวก ค6  โดย
ไดอะแกรมการสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETNS_1 และ pETSS_7 แสดงดงัในรูปที� 4.13 และ 
4.14 ตามลําดบั  
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5’ 
3’ 

3’ 
5’ 

 

                      
 
 

 
 
 

                                   
รูปที� 4.13 ไดอะแกรมการสร้างรีคอมบแินนท์พลาสมิด pETNS_1 

pET2126_4 
5493 bp 

T7 pro 
His 

BglII  
T7 ter pelB leader 

NcoI  BamHI  

BamHI NcoI 

Laccase gene 1500 bp 

pET2126_4 
5493 bp 

T7 pro 
His 

BglII  
T7 ter pelB leader 

NcoI  BamHI  

ตดัด้วย NcoI และ BamHI 

lacCnoSS 

lacC-R4 

ตดัด้วย NcoI และ BamHI 

ไลเกชนั 

pETNS_1 
6971 bp 

T7 ter 

His 

pelB leader 

pBR322 ori 

pBR322 ori 

pBR322 ori 

T7 pro 

pTTLC 
4599 bp 

PCR ด้วย ไพรเมอร์ 
lacCnoSS และ lacC-R4 
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5’ 
3’ 

3’ 
5’ 

 

                      
 
 
 

 
 
 

 
รูปที� 4.14 ไดอะแกรมการสร้างรีคอมบแินนท์พลาสมิด pETSS_7 

pET2126_4 
5493 bp 

T7 pro 
His 

pBR322 ori 

BglII  

pelB leader BamHI  

T7 ter 
NcoI  

ตดัด้วย NcoI และ BamHI 

BamHI NcoI 
Laccase gene 1560 bp 

pET2126_4 
5493 bp 

T7 pro 
His 

lacC-R4 
ตดัด้วย NcoI และ BamHI 

pBR322 ori 

BglII  
T7 ter pelB leader 

NcoI  BamHI  

ไลเกชนั 

pETSS_7 
7031 bp 

T7 pro 

pelB leader 

T7 ter 

His 

Signal sequence of Agrocybe sp. CU43 

lacC-F4 

pTTLC 
4599 bp 

Signal sequence of Agrocybe sp. CU43 

PCR ด้วย ไพรเมอร์ lacC-F4 
และ lacC-R4 

EcoRI 

EcoRI 

pBR322 ori 
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4.5 การทดสอบการผลิตเอนไซม์แลกเคส 
 

นํารีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETNS_1 และ pETSS_7 จากข้อ 4.4.2 มาทรานสฟอร์มเข้าสู ่
E. coli Rosetta-Gami B (DE3) pLysS เพื�อให้มีการแสดงออกของยีนแลกเคสตามวิธีในข้อ 
3.13.5  จากนั /นคดัเลือกทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETNS_1 หรือ 
pETSS_7 ไปทดสอบการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์แลกเคสบนอาหารเลี /ยงเชื /อแข็ง LB ที�มีการ
เติมกัวเอคอลเป็นสับสเตรต ตามวิธีในข้อ 3.14.1  ผลการทดลองไม่พบโซนสีนํ /าตาลแดงรอ
โคโลนีของทกุทรานสฟอร์แมนต์  จงึนําไปเลี /ยงในอาหารเหลว LB ในภาวะที�มีการชกันําให้เกิดการ
ผลิตแลกเคสด้วย IPTG ความเข้มข้นสดุท้าย 1 มิลลิโมลาร์ โดยเลี /ยงเป็นเวลา 3 ชั�วโมง ตามวิธีใน
ข้อ 3.14.2  จากนั /นตรวจสอบการแสดงออกเบื /องต้นโดยการปั�นเก็บเซลล์แล้วตรวจสอบการ
แสดงออกของรีคอมบแินนท์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE  โดยมีชดุควบคมุผลลบเป็นการแสดงออก
โปรตีนของทรานสฟอร์แมนต์ที�ทรานสฟอร์มด้วยเวกเตอร์ pET2126_4  ผลการทดลองแสดงดงัใน
รูปที� 4.15 
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                             1       2        3        4              5        6        7    

 
   

รูปที� 4.15 ภาพ SDS-PAGE สําหรับการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนที�ผลิตโดย E. coli 
Rosetta-Gami B(DE3)pLysS ที�ได้รับรีคอมบแินนท์พลาสมิด pETNS_1 และ pETSS_7     
ชอ่งที� 1    Unstained Protein MW Marker 
ชอ่งที� 2 โปรตีนของชดุควบคมุผลลบก่อนการชกันําด้วย IPTG 
ชอ่งที� 3   โปรตีนของทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETNS_1 

ก่อนการชกันําด้วย IPTG 
ชอ่งที� 4 โปรตีนของทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETSS_7 

ก่อนการชกันําด้วย IPTG 
ชอ่งที� 5 โปรตีนของชดุควบคมุผลลบหลงัการชกันําด้วย IPTG 
ชอ่งที� 6   โปรตีนของทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETNS_1 

หลงัการชกันําด้วย IPTG 
ชอ่งที� 7 โปรตีนของทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETSS_7 

หลงัการชกันําด้วย IPTG 
 
 จากผลของ SDS-PAGE ในรูปที� 4.16 ซึ�งเป็นผลการตรวจสอบการแสดงออกของรีคอม
บิแนนท์โปรตีนแลกเคสในเซลล์เจ้าบ้านสําหรับการแสดงออก E. coli Rosetta-Gami B (DE3) 
pLysS  พบวา่รูปแบบของโปรตีนที�แสดงออกก่อนการชกันําด้วย IPTG ของทั /งทรานสฟอร์แมนต์ที�
ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETNS_1 หรือ pETSS_7 มีการแสดงออกของโปรตีนในรูปแบบที�

  35.0 

  25.0 

KDa 

116.0 

66.2 

45.0 

 ~55 KDA 
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เหมือนกบัชดุควบคมุผลลบทั /งหมด ซึ�งแสดงให้เห็นว่ายงัไม่มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์แลก
เคส และเมื�อมีการชกันําด้วย IPTG พบว่ารูปแบบของโปรตีนจากทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอม
บแินนท์พลาสมิด pETNS_1 มีความแตกตา่งจากชดุควบคมุผลลบ โดยมีแถบของโปรตีนที�มีขนาด
อยู่ระหว่าง 45.0 และ 66.2 กิโลดาลตนั เพิ�มขึ /นมาในปริมาณมากอย่างชดัเจน และจากการ
วิเคราะห์ลําดบักรดอะมิโนของยีนแลกเคสซึ�งถกูแปลรหสัจากลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีนแลกเคสที�
แทรกอยู่ในรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETNS_1 (ภาคผนวก ค5) ตั /งแตจ่ดุเริ�มต้นของการถอดรหสั
ของ pelB coding sequence ไปจนถึงจดุสิ /นสดุของการถอดรหสัด้วยโปรแกรม translate tool 
(http://au.expasy.org/tools/dna.html) พบว่าโปรตีนแลกเคสจะมีลําดบักรดอะมิโนเท่ากบั 543 
หมู่ (ภาคผนวก ค7) และเมื�อนําไปวิเคราะห์หานํ /าหนกัโมเลกลุของโปรตีนด้วยโปรแกรม protein 
molecular weight calculator (http://www.sciencegateway.org/tools/proteinmw.htm) 
พบว่ารีคอมบิแนนท์แลกเคสควรมีนํ /าหนกัโมเลกลุ 58.39 กิโลดาลตนั ซึ�งขนาดของโปรตีนที�ถูก
ผลิตเพิ�มขึ /นมาจากที�ตรวจพบด้วย SDS-PAGE ในรูปที� 4.15 ช่องที� 6 เมื�อนํามาวิเคราะห์ขนาด
โปรตีนเทียบกบัโปรตีนมาตรฐานจากการทํา SDS-PAGE พบว่ามีขนาดประมาณ 55 กิโลดาลตนั 

ซึ�งมีความใกล้เคียงกับที�คํานวณจากโปรแกรม  จึงคาดว่ารีคอมบิแนนท์โปรตีนที�เกิดขึ /นแล้วมี
ความแตกต่างจากชุดควบคุมผลลบน่าจะเป็นขนาดของรีคอมบิแนนท์แลกเคส  ส่วนทราน    
สฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETSS_7 เมื�อถกูชกันําด้วย IPTG (รูปที� 4.15 ช่องที� 
7) ไม่พบแถบของโปรตีนที�มีขนาดที�แตกต่างไปจากชุดควบคมุผลลบ ซึ�งแสดงให้เห็นว่าทรานส
ฟอร์แมนต์นี /ไม่มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์แลกเคส หรือมีการแสดงออกแต่ปริมาณน้อย
มากจนไมส่ามารถเห็นความแตกตา่งได้อย่างชดัเจนโดยวิธี SDS-PAGE และจากการทดสอบแอก
ติวิตีของรีคอมบิแนนท์แลกเคสด้วยวิธี zymogram ตามวิธีในข้อ 3.14.4 ไม่พบว่ารีคอมบิแนนท์
สามารถออกซิไดส์สบัสเตรต ABTS ได้  เนื�องจากไมป่รากฎแถบสีเขียวบนเจล SDS-PAGE 
 
4.6 การแปรผันภาวะในการผลิตรีคอมบิแนนท์แลกเคส 
 
 4.6.1 การแปรผนัอณุหภมูิ 
 เลี /ยงทรานสฟอร์แมนต์ในภาวะที�ชกันําให้เกิดการผลิตรีคอมบิแนนท์แลกเคสตามวิธีในข้อ 
3.15  จากนั /นนําไปบม่ที�อุณหภูมิ 25  30  37 และ 40 องศาเซลเซียส  ปรับความเข้มข้นเซลล์ให้
เท่ากนัแล้วนํามาตรวจสอบผลด้วยวิธี SDS PAGE  ผลพบว่าที�อณุหภูมิ 25 องศาเซลเซียส มีการ
แสดงออกของรีคอมบิแนนท์แลกเคสในปริมาณน้อยที�สุด  ส่วนที�อุณหภูมิ 30  37 และ 40 องศา
เซลเซียส  มีการแสดงออกของรีคอมบแินนท์แลกเคสในปริมาณเท่ากนั  ดงันั /นจึงเลือกอณุหภูมิ 37 
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องศาเซลเซียสไปแปรผนัตอ่ไป  เนื�องจากเป็นอณุหภูมิที�เหมะสมตอ่การเจริญของ E. coli  และมี
ความเหมาะสมทางด้านคา่ใช้จ่ายในระดบัอตุสาหกรรมที�อณุหภูมิของกระบวนการในการผลิตอยู่
ในระดบัสงู  ผลแสดงดงัในรูปที� 4.16 
 
                                        1      2              3             4             5             6 

  
 

รูปที� 4.16 ภาพ SDS-PAGE ของโปรตีนจากทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
pETNS_1 ที�เลี /ยงในภาวะที�ชกันําให้เกิดการผลิตรีคอมบแินนท์แลกเคสโดยการแปรผนัอณุหภมูิ 
ชอ่งที� 1    Unstained Protein MW Marker 
ชอ่งที� 2-5 โปรตีนของทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับจากการเลี /ยงที�อุณหภูมิ 25 30 37 

และ 40 องศาเซลเซียส ตามลําดบั 
ชอ่งที� 6   โปรตีนของทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับจากการเลี /ยงที�อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส  ก่อนการชกันําด้วย IPTG เป็นชดุควบคมุ 
 

4.6.2 การแปรผนัความเข้มข้นของ IPTG 
เลี /ยงทรานสฟอร์แมนต์ในภาวะที�ชกันําให้เกิดการผลิตรีคอมบิแนนท์แลกเคสตามวิธีในข้อ 

3.15  โดยแปรผนัความเข้มข้นของ IPTG ที�ใช้ในการชกันําให้เกิดการผลิตรีคอมบิแนนท์แลกเคส
ดงันี / 25  50  100  200  400  600  800 และ 1,000 ไมโครโมลาร์  บม่ที�อณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส  เป็นเวลา 3 ชั�วโมง  จากนั /นปรับความเข้มข้นเซลล์ให้เท่ากัน  ปั�นเก็บเซลล์  แล้วนํามา
ตรวจสอบผลด้วยวิธี SDS PAGE  ผลแสดงในรูปที� 4.17  พบว่าที�ความเข้มข้น IPTG 25 และ 50 
ไมโครโมลาร์ ไม่มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์แลกเคส และเริ�มมีการผลิตที�ความเข้มข้นของ 
IPTG ตั /งแต่ 100 ไมโครโมลาร์ จนถึง 1,000 ไมโครโมลาร์  แตอ่ย่างไรก็ตามที�ความเข้มข้น IPTG 

  35.0 

  25.0 

KDa 

116.0 

66.2 

45.0 
 55 KDA 
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400 ไมโครโมลาร์ ให้การแสดงออกที�สงูเท่ากับ 1,000 ไมโครโมลาร์  ดงันั /นจึงเลือกความเข้มข้น 
IPTG 400 ไมโครโมลาร์ ไปใช้ในขั /นตอนการแปรผนัเวลาตอ่ไป 

 
                              1        2      3       4      5      6      7      8       9      10  

 
 
รูปที� 4.17 ภาพ SDS-PAGE ของโปรตีนจากทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
pETNS_1 ที�เลี /ยงในภาวะที�ชักนําให้เกิดการผลิตรีคอมบิแนนท์แลกเคสโดยการแปรผันความ
เข้มข้น IPTG 
ชอ่งที� 1-8 โปรตีนของทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับจากการเลี /ยงที�ความเข้มข้น IPTG 

25-1,000 ไมโครโมลาร์ตามลําดบั 
ชอ่งที� 9 โปรตีนของทรานสฟอร์แมนต์ก่อนถกูชกันําด้วย IPTG 
ชอ่งที� 10   Unstained Protein MW Marker 
 
 4.6.3 การแปรผนัเวลา 
 เลี /ยงทรานสฟอร์แมนต์ในภาวะที�ชกันําให้เกิดการผลิตรีคอมบิแนนท์แลกเคสตามวิธีในข้อ 
3.15  จากนั /นนําไปบม่ที�อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  โดยชกันําให้เกิดการผลิตรีคอมบิแนนท์แลก
เคสด้วยความเข้มข้น IPTG เท่ากบั 400 ไมโครโมลาร์  จากนั /นเก็บตวัอย่างตั /งแตช่ั�วโมงที� 0-8 มา
ตรวจสอบระดบัการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์แลกเคสด้วยวิธี SDS PAGE  พบว่ารีคอมบิแนนท์
แลกเคสมีการแสดงออกตั /งแตช่ั�วโมงที� 3 และมีปริมาณที�เท่ากนัจนถึงชั�วโมงที� 8  ผลแสดงดงัในรูป
ที� 4.18  ดงันั /นจึงสามารถสรุปภาวะที�เหมาะสมต่อการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์แลกเคสคือ 
เลี /ยงที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ความเข้มข้น IPTG 400 ไมโครโมลาร์  เป็นเวลา 3 ชั�วโมง   
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                                1       2       3       4      5      6      7      8      9      10    

 
 
รูปที� 4.18 ภาพ SDS-PAGE ของโปรตีนจากทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
pETNS_1 ที�เลี /ยงในภาวะที�ชกันําให้เกิดการผลิตรีคอมบแินนท์แลกเคสโดยการแปรผนัเวลา 
ชอ่งที� 1 Unstained Protein MW Marker  
ชอ่งที� 2-10 โปรตีนของทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับจากการเลี /ยงที�อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ความเข้มข้น IPTG 400 ไมโครโมลาร์  ที�เวลา 0-8 ชั�วโมง 
ตามลําดบั 

 
4.7 การทาํรีคอมบิแนนท์แลกเคสให้บริสุทธิY   
 

เพื�อเป็นการยืนยนัวา่รีคอมบแินนท์โปรตีนที�เกิดขึ /นเป็นรีคอมบิแนนท์แลกเคสที�ต้องการจึง
นําโปรตีนของทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับพลาสมิด pETNS_1 ไปทําให้บริสุทธิโดยใช้ชุดสําเร็จ<  
TALON® Metal Affinity Resins โดยเตรียมตวัอย่างโปรตีนที�จะใช้ในการทําให้บริสทุธิตามวิธีใน<

ข้อ 3.16.2  จากนั /นนําตวัอยา่งที�ได้มาผา่นเรซินซึ�งจะทําให้เกิดการจบัของหมู่กรดอะมิโนฮิสติดีน 6 
หมู่ที�อยู่ในโปรตีนของรีคอมบิแนนท์แลกเคสกบัไอออนของโคบอลท์  โดยเมื�อตรวจสอบด้วยวิธี 
SDS-PAGE รีคอมบิแนนท์แลกเคสจากการทําบริสทุธิในภาวะ < native ไม่สามารถทําบริสทุธิรีคอม<

บิแนนท์โปรตีนได้ แสดงให้เห็นว่าไม่มีการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนในส่วนของ soluble 
fraction  ดงันั /นจึงทําบริสทุธิรีคอมบิแนนท์แลกเคสในภาวะ < denature ตามวิธีในข้อ 3.16.2 แล้ว
ตรวจสอบการทําบริสทุธิโปรตีนด้วยวิธี < SDS-PAGE  ผลการทดลองแสดงดงัในรูปที� 4.19 ซึ�งพบว่า
โปรตีนของทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบแินนท์พลาสมิด pETNS_1 หลงัผ่านการชะคอลมัน์โคร
มาโทกราฟี (ช่องที� 6) ได้แถบของโปรตีนที�มีขนาดประมาณ 55 KDa ในตําแหน่งเดียวกบั crude 
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protein ก่อนการทําบริสทุธิ < (ช่องที� 8) ที�ไม่พบในชดุควบคมุผลลบ (ช่องที� 9) อีกด้วย  จึงเป็นการ
ยืนยนัได้ว่าโปรตีนที�ผ่านการทําบริสุทธินี /เป็นรีคอมบิแนนท์โปรตีนของยีนแลกเคสที�เชื�< อมต่อกับ
กรดอะมิโนฮิสติดีน 6 หมู่ที�ปลายด้านคาร์บอกซีที�ผลิตได้จากทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบ ิ
แนนท์พลาสมิด pETNS_1 โดยผลิตในรูปแบบของ inclusion body 
 
                                1      2       3        4       5       6        7       8        9  

 
 

รูปที� 4.19 ภาพ SDS-PAGE ของโปรตีนจากทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
pETNS_1 ที�ผา่นการทําบริสทุธิด้วยภาวะ < denature 
ชอ่งที� 1    Unstained Protein MW Marker 
ชอ่งที� 2 โปรตีนของทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETNS_1 

ก่อนผา่นการผสมกบัเรซิน 
ชอ่งที� 3   โปรตีนของทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETNS_1 

หลงัผา่นการผสมกบัเรซิน 
ชอ่งที� 4 นํ /าใสของการล้างเรซินครั /งแรก 
ชอ่งที� 5 นํ /าใสของการล้างเรซินครั /งที�สอง 
ชอ่งที� 6   โปรตีนจากการชะคอลมัน์ครั /งที� 1 
ชอ่งที� 7   โปรตีนจากการชะคอลมัน์ครั /งที� 2 
ชอ่งที� 8 โปรตีนของทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETNS_1 

หลงัการชกันําด้วย IPTG เป็นชดุควบคมุผลบวก 
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ชอ่งที� 9   โปรตีนของทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETNS_1 
ก่อนการชกันําด้วย IPTG เป็นชดุควบคมุผลลบ 

 
 จากนั /นนําแลกเคสที�ผ่านการทําให้บริสุทธิมา < refold ตามวิธีในข้อ 3.15.4 แล้วนําไปวดั
ความเข้มข้นโปรตีนด้วยนํ /ายา Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate ตามวิธีใน
ข้อ 3.15.3  เจือจางรีคอมบิแนนท์แลกเคสที�ผ่านการทําให้บริสทุธิ < 100 เท่า แล้ววดัคา่การดดูกลืน
แสงที�ความยาวคลื�น 595 นาโนเมตร เมื�อนําค่าที�ได้เท่ากับ 0.109 ไปคํานวณหาความเข้มข้น
โปรตีนโดยเทียบกบักราฟมาตรฐาน BSA (ภาคผนวก ค8) พบวา่ได้รีคอมบิแนนท์แลกเคสที�มีความ
เข้มข้นเท่ากบั 228.51 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  ผลการทํา SDS-PAGE  เพื�อตรวจสอบโปรตีนที�ได้
แสดงในรูปที� 4.20 
 
                                                                1       2      

 
 
รูปที� 4.20 ภาพ SDS-PAGE ของโปรตีนหลงัจากการ refolding  
ชอ่งที� 1    Unstained Protein MW Marker 
ชอ่งที� 2 โปรตีนหลงัจากการ refolding 
 
4.8 แอกตวิิตีของเอนไซม์แลกเคส 
 
 เมื�อได้รีคอมบแินนท์โปรตีนบริสทุธิที�ผ่านการ < refolding แล้ว นําโปรตีนนี /ปริมาตร 228.51 
ไมโครกรัม มาทดสอบแอกตวิิตีตามวิธีในข้อ 3.6.1 พบวา่รีคอมบิแนนท์แลกเคสบริสทุธิไม่< มีแอกติวิ
ตีเนื�องจากไมส่ามารถออกซิไดส์สบัสเตรต ABTS ได้  
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4.9 การทดสอบความสามารถของรีคอมบิแนนท์แลกเคสบริสุทธิในการย่อยสลายY
ฟลออรีนู  
 
 นํารีคอมบิแนนท์แลกเคสที�ผ่านการทําให้บริสุทธิมาทดสอบความสามารถในการย่อย<

สลายฟลอูอรีนตามวิธีในข้อ 3.17  โดยมีชดุควบคมุเป็นปฏิกิริยาที�ไม่มีรีคอมบิแนนท์แลกเคส  เก็บ
ตวัอย่างที�เวลา 0  10  20  30  40  50  60  90 และ 120 นาที  แล้ววิเคราะห์ปริมาณฟลูออรีนที�
เหลืออยู่ด้วยเครื�อง GC  ผลแสดงดงัในรูปที� 4.21  เมื�อเปรียบเทียบกบัชดุควบคมุพบว่าชดุที�มีการ
เติมรีคอมบิแนนท์แลกเคสไม่มีการลดลงของปริมาณฟลอูอรีน  แสดงให้เห็นว่ารีคอมบิแนนท์แลก
เคสไมส่ามารถยอ่ยสลายฟลอูอรีนได้ 
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รูปที� 4.21 กราฟแสดงปริมาณฟลอูอรีนที�เหลืออยู่ (เปอร์เซ็นต์) ตอ่เวลา (นาที) 
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บทที� 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

งานวิจยันี /ศกึษาการโคลน cDNA ของยีนแลกเคสจากรา Agocybe sp. CU43  เพื�อการ
แสดงออกใน E. coli โดยมีจุดประสงค์เพื�อนําไปใช้ในการย่อยสลายฟลูออรีน  เนื�องจาก 
Agrocybe sp. CU 43  มีความสามารถผลิตแลกเคสได้ในระดบัสงู ซึ�งแลกเคสเป็นเอนไซม์ที�ถกูนํา
ใช้ประโยชน์อยา่งแพร่หลายทั /งทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพและด้านอตุสาหกรรมตา่งๆ แตอ่ย่างไรก็
ตามการเลี /ยงราเพื�อการผลิตเอนไซม์นั /นต้องใช้ภาวะในการเลี /ยงที�คอ่นข้างยุ่งยากและใช้เวลานาน  
ดงันั /นการโคลนยีนจากรา Agrocybe sp. CU43 โดยแสดงออกในเซลล์ E. coli จะช่วยลด
ระยะเวลา  รวมถึงชว่ยลดคา่ใช้จา่ยในการผลิตได้  ซึ�งจากการโคลนยีนแลกเคสจาก cDNA ของรา 
Agrocybe sp. CU43  เพื�อการแสดงออกใน E. coli Rosetta-Gami B (DE3) pLysS  พบว่าเซลล์
เจ้าบ้านสามารถผลิตรีคอมบิแนนท์แลกเคสได้ในรูปแบบ inclusion bodies  ซึ�งเป็นรูปแบบที�ไม่
สามารถทํางานได้ แตอ่ย่างไรก็ตามการแสดงออกในรูปแบบนี /มีข้อดีคือ โปรตีนจะถกูแสดงออกใน
ระดบัสูง สามารถแยกโปรตีนจากการปนเปื/อนของส่วนต่างๆ ของเซลล์เจ้าบ้านได้ง่าย ช่วยลด
ขั /นตอนการทําบริสุทธิโปรตีน โปรตีนถูกย่อยทําลายในระดบัตํ�า ทนตอ่การถกูยอ่ยจากโปรตีเอส<  
ของเซลล์เจ้าบ้าน เป็นต้น ซึ�งจากข้อดีของ inclusion bodies ดงักล่าวทําให้การแสดงออกของ      
รีคอมบิแนนท์ในรูป inclusion bodies จาก E. coli เป็นที�นิยมในระดบัอตุสาหกรรม (Singh และ 
Panda, 2005) 

จากการเลี /ยงรา Agrocybe sp. CU43 ในภาวะที�มีการชกันําให้เกิดการผลิตเอนไซม์ด้วย
ฟลูออรีนความเข้มข้น 500 ppm พบว่าในสปัดาห์ที�สองของการชกันํามีแอกติวิตีของแลกเคส
เทา่กบั 155.55 ยนูิตตอ่มิลลิลิตร สงูกว่าในสปัดาห์ที� 1 และ 3 ซึ�งมีความแตกตา่งจากงานวิจยัของ 
กลุนี ชพูึ�งอาตม์ (2550) และ Chupungars และคณะ (2009) ที�แอกติวิตีของแลกเคสจะสงูสดุใน
สปัดาห์ที� 3 คือ 470 ยนูิตตอ่มิลลิลิตรและมีแอกติวิตีตํ�าที�สดุในสปัดาห์ที� 2  เป็นผลทําให้การเก็บ
เซลล์ของราเพื�อใช้ในการสกดั total RNA มีความคลาดเคลื�อนไป  สาเหตอุาจเกิดจากราที�ใช้มีการ
เก็บรักษาที�อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสบนอาหารแข็งเอียง Malt extract agar เป็นเวลานาน จึงอาจ
มีผลทําให้เกิดการเปลี�ยนแปลงฟีโนไทป์ของราซึ�งทําให้รูปแบบการผลิตแลกเคสที�ได้มีความ
แตกตา่งไปจากเดิม นอกจากนี /ยงัสงัเกตพบว่าลกัษณะของราที�เลี /ยงในอาหารเหลว Malt extract 
มีลกัษณะเป็นขยุไม่เป็น pellet ซึ�งตา่งไปจากในงานวิจยัของกลุนี ชพูึ�งอาตม์ (2550) อีกด้วย  อีก
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ทั /งในขณะที�เลี /ยงเพิ�มจํานวนพบวา่ในบางครั /งต้องใช้เวลาในการเลี /ยงเพิ�มมากขึ /นเพื�อให้ได้เซลล์ใน
ปริมาณมาก  เนื�องจากเลี /ยงที�อุณหภูมิห้องซึ�งสูงกว่าอุณหภูมิที�เหมาะสมต่อการเจริญของราคือ 
28 องศาเซลเซียส ซึ�งอาจเป็นสาเหตทีุ�ทําให้รามีการเจริญเตบิโตช้าลงส่งผลให้เซลล์ของราที�เก็บได้
มีอายคุอ่นข้างมาก  ดงันั /นอาจเป็นสาเหตทีุ�ทําให้ความสามารถในการผลิตเอนไซม์แลกเคสลดลง
ได้   

จากการเพิ�มจํานวนยีนแลกเคสจาก cDNA พบว่ามีขนาด 1,563 bp เมื�อนําไปจดัเรียง
เ ทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีนแลกเคสจากจี โนมิก ดี เ อ็น เอในรายงานวิจัยของ 
Tantibunthaweewat และ Rerngsamran (2009) ด้วยโปรแกรม ClustalX พบว่าประกอบไปด้วย 
13 อินทรอน ถอดรหสัให้โปรตีนขนาด 520 อะมิโน มีตําแหน่งของ signal peptide อยู่ที�กรดอะมิ
โนที� 1-20 ส่วนบริเวณ cleavage site ของ signal peptide อยู่ระหว่างกรดอะมิโนตําแหน่งที� 19 
กับ 20 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) ซึ�งมีความแตกต่างจากที�ทํานายไว้ใน
งานวิจยัของ Tantibunthaweewat และ Rerngsamran (2009) ที�ยีนแลกเคสจาก cDNA มีขนาด 
1,569 bp มี 12 อินทรอน และโปรตีนมีขนาด 522 อะมิโน เมื�อนําลําดบันิวคลีโอไทด์ของรีคอม
บิแนนท์แลกเคสไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม blastx พบว่ามีความเหมือนกบัโปรตีนแลกเคสของรา 
Pholiota nameko มากที�สุด 73% ด้วยหมายเลขเข้าถึง ABR24264.1 ค่า E-value 0.0 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) และจากการวิเคราะห์ลําดับกรดอะมิโนของรีคอม
บิแนนท์แลกเคส  สามารถทํานายบริเวณอนุรักษ์ของรีคอมบิแนนท์แลกเคสได้ ซึ�งพบว่ามีการ
จดัเรียงตวัในรูปแบบ His-X-His โดยพบบริเวณจบัคอปเปอร์ T1 เป็นบริเวณอนรัุกษ์ที�มีฮิสติดีน 2 
หมู ่และซิสเทอีน และพบบริเวณอนรัุกษ์ T2 และ T3 ประกอบด้วยฮิสติดีน 8 หมู่ และยงัมีกรดอะมิ
โนซิสเทอีนอีก 4 หมูซ่ึ�งใช้ในการสร้างพนัธะไดซลัไฟด์ 2 พนัธะ  อีกทั /งยงัมีลําดบักรดอะมิโนที�น่าจะ
เป็นบริเวณที�เกิดการไกลโคซิเลทอีกด้วย (ภาคผนวก ค7) 

จากรายงานของกุลนี ชูพึ�งอาตม์ (2550) ซึ�งรายงานว่าแลกเคสที�ผลิตจากรา Agrocybe 
sp. CU43 นั /น มีการผลิตแล้วหลั�งออกนอกเซลล์ เนื�องจากสามารถตรวจสอบแอกติวิตีของแลก
เคสได้จากนํ /าเลี /ยงเชื /อและจากการวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์ของจีโนมิกดีเอ็นเอของยีนแลกเค
จากงานวิจยัของ Tantibunthaweewat และ Rerngsamran (2009) พบลําดบันิวคลีโอไทด์ของ 
signal sequence ของรา  แตอ่ย่างไรก็ตามในการโคลนยีนจากราซึ�งเป็นยคูาริโอต  แล้วให้มีการ
แสดงออกใน E. coli  ซึ�งเป็นโปรคาริโอตนั /นมีข้อจํากดัคือ E. coli อาจไม่มี signal peptidase ที�
สามารถจดจําตําแหน่งการตดั signal peptide ของราเพื�อส่งรีคอมบิแนนท์โปรตีนออกนอกเซลล์ 
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E. coli (Choi และ Lee, 2004) โดย signal sequence ของทั /งโปรคาริโอตและยคูาริโอตนั /นจะ
แบง่ออกเป็น 3 ส่วนคือ N-domain  H-domain และ C-domain ซึ�งในระหว่างที�มีการส่งโปรตีน
ออกนอกไซโทพลาสซึมนั /นจะมีการตดัส่วน signal sequence ออกด้วย signal peptidase ซึ�ง
บริเวณ cleavage นี /จะอยู่ที� C-damain (Choi และ Lee, 2004)  มีงานวิจยัที�ศึกษาถึงลําดบั
กรดอะมิโนที�อยูใ่กล้กบับริเวณ cleavage site ของ signal sequence ด้วยการจดัเรียงเทียบลําดบั
กรดอะมิโนของ signal sequence ของยคูาริโอต 78 ตวัอย่างพบว่าบริเวณ cleavage site นั /นจะ
อยู่ระหว่างตําแหน่ง -1 และ +1   ปลายของ signal sequence มักเป็นกรดอะมิโนอะลานีน  
ไกลซีน  เซอร์รีน  ซิสเทอีน  ทรีโอนีน และกลูทามีน (Heijnev, 1983)  ส่วนของโปรคาริโอตนั /น
บริเวณ cleavage site จะมีการจดัเรียงตวัของกรดอะมิโนในรูปแบบ Ala-X-Ala  เนื�องจากที�
บริเวณ -3 และ -1 มักเป็นกรดอะมิโนอะลานีน ซึ�งจะถูกจดจําตําแหน่งตัดด้วยเอนไซม์ signal 
peptidaseI โดย signal sequence ยงัเป็นปัจจยัสําคญัที�ส่งผลตอ่ประสิทธิภาพในการหลั�งออก
นอกเซลล์ของโปรตีนเป้าหมาย ซึ�งการตดัสินใจที�จะเลือกใช้ signal sequence ใดนั /นจําเป็นต้อง
ทําผ่านขั /นตอน trial-and-error (Choi และ Lee, 2004)  อย่างไรก็ตามในงานวิจยันี /ผู้ วิจยัเลือกที�
จะโคลนยีนแลกเคสจากรา Agrocybe sp. CU43 ทั /งแบบที�มี signal sequence และไม่มี signal 
sequence จากราเพื�อต้องการทดสอบว่า signal sequence ของรานั /นมีผลตอ่การแสดงออกของ
เอนไซม์หรือไม ่เนื�องจากมีงานวิจยัที�ประสบความสําเร็จในการแสดงออกโปรตีนของยคูาริโอตจาก
การทรานสฟอร์มเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E. coli โดยการโคลนยีนที�มีส่วนของ signal sequence ของ 
ยคูาริโอตตดิมาด้วย  Matroudi และคณะ (2008) สามารถแสดงออกไคติเนสจากรา Trichoderma 
atroviride ในเซลล์เจ้าบ้าน E. coli BL21 (DE3) โดยโคลนยีน chitinase 33 เข้าสู่เวกเตอร์ 
pET26b(+) โดยในการไลเกตจะเชื�อมตอ่ยีน chitinase 33 ซึ�งมีส่วนของ signal sequence จากรา
เข้ากบั pelB coding sequence และนอกจากนี / นิลเนตร อศัวะศิริจินดา (2551) ได้โคลนยีนเด็กซ์
แทรนเนสที�มีส่วนของ signal sequence จากรา Penicillium sp. SMCU 3-14 เข้าสู่เวกเตอร์ 
pETHis พบว่าเอนไซม์เด็กซ์แทรนเนสสามารถหลั�งออกสู่นอกเซลล์เจ้าบ้าน E. coli 
BL21(DE3)pLysS และ Rosetta-Gami B(DE3)pLysS และย่อยสลายเด็กซ์แทรนบนอาหารแข็ง
ได้ เป็นต้น 

โดยการโคลนยีนแลกเคสจาก cDNA ของรา Agrocybe sp. CU43 เข้าสู่เวกเตอร์เพื�อการ
แสดงออกที�สร้างขึ /นเองในการทดลองนี /ที�มาจากการเชื�อมต่อบริเวณ signal sequence (pelB 
leader) และบริเวณ multiple cloning site ของเวกเตอร์ pET-26b(+) กบัเวกเตอร์ pET-21c(+) 
โดยไปแทนที�กบัตําแหน่งบริเวณ T7 tag และ multiple cloning site ของเวกเตอร์ pET-21c(+)  
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เวกเตอร์ที�สร้างขึ /นนี /มีชื�อว่า pET2126_4  จดุประสงค์ของการสร้างเวกเตอร์นี /คือเพื�อให้เวกเตอร์มี
ยีนต้านยาปฎิชีวนะแอมพิซิลลินซึ�งทําให้เหมาะสมต่อการแสดงออกในเซลล์เจ้าบ้าน E. coli 
Rosetta-Gami B (DE3) pLysS  ซึ�งทนตอ่ยาปฎิชีวนะเตตระไซคลิน  คานามยัซิน และคลอแรม 
เฟนิคอล  โดยแสดงออกภายใต้ T7 promoter และลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีนแลกเคสยงัเชื�อมตอ่
เข้ากบัลําดบันิวคลีโอไทด์ของ pelB coding sequence ทางปลายด้าน 5’ และเชื�อมตอ่กบัลําดบั 
นิวคลีโอไทด์ที�ประมวลรหสัให้กรดอะมิโนฮิสติดีนหกหมู่ที�ปลายด้าน 3’ อีกด้วย ซึ�ง pelB coding 
sequence  นั /นเป็น signal peptide ที�สามารถทําให้เกิดการส่งออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนออก
จากไซโทพลาสซึมไปสู่บริเวณ periplasmic space ได้อย่างมีประสิทธิภาพในเซลล์เจ้าบ้าน  
E. coli โดยมีลําดบันิวคลีโอไทด์ดงันี / MKYLLPTAAAGLLLLAAQPAMA ซึ�งตวัอกัษรที�ขีดเส้นใต้
แสดงถึงตําแหน่ง -1 ซึ�งเป็นบริเวณ cleavage site ของ pelB coding sequence (Choi และ Lee, 
2004) โดยเมื�อเปรียบเทียบการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์โปรตีนระหว่างบริเวณไซโทพลาสซึม
กบับริเวณ periplasmic space แล้วพบว่าการแสดงออกที�บริเวณ periplasmic space มีข้อดี
มากกว่าการแสดงออกในไซโทพลาสซึมในหลายๆ ด้าน เช่น เป็นบริเวณที�มีเอนไซม์โปรตีเอสน้อย
กว่า  การทํารีคอมบิแนนท์โปรตีนให้บริสทุธิง่ายกว่า  โดยลดโอกาสการปนเปื/อนจากโปรตีนอื�นๆ <

ของเซลล์เจ้าบ้าน และยงัเป็นบริเวณที�สง่เสริมให้เกิดการสร้างพนัธะไดซลัไฟด์ เนื�องจากบริเวณนี /มี
สภาพแวดล้อมที�เป็น oxidative มากกว่าบริเวณไซโทพลาสซึม (Makrides, 1996)  รีคอมบ ิ
แนนท์พลาสมิดที�ได้ได้รับการตั /งชื�อว่า pETSS_7 และ pTTNS_1 สําหรับโคลนที�มีและไม่มี signal 
sequence ของรา ตามลําดบั  จากนั /นทรานสฟอร์ม   รีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETSS_7 และ 
pETNS_1 เพื�อให้มีการแสดงออกในเซลล์เจ้าบ้าน E. coli Rosetta-Gami B (DE3) pLysS ซึ�งมี 
จีโนไทป์ที�มีความเหมาะสมตอ่การนํามาใช้ในการแสดงออกรีคอมบิแนนท์โปรตีนเพราะเป็นเซลล์
เจ้าบ้านได้รับการดดัแปลงทางพนัธุกรรมให้ไม่มีการแสดงออกของโปรตีเอส 2 ชนิด คือ lon และ 
ompT ซึ�งโปรตีเอส 2 ชนิดนี /มีผลรบกวนขั /นตอนการทําโปรตีนให้บริสุทธิ  ทําให้ได้รีคอมบิแนนท์<

โปรตีนที�ขาดสมบูรณ์ของโครงสร้างได้ (Sorensen และ Mortensen, 2005)  และการวิเคราะห์
ลําดบันิวคลีโอไทด์ของรีคอมบิแนนท์แลกเคสพบว่ามีโคดอนที�ไม่คอ่ยพบใน E. coli ได้แก่ AGA, 
AGG, GGA และ CCC ซึ�งการที�รีคอมบิแนนท์โปรตีนเป้าหมายมีโคดอนที�ไม่คอ่ยพบใน E. coli 
อาจเป็นสาเหตทีุ�ทําให้เกิดการถอดรหสัเป็นโปรตีนผิดพลาดหรือไม่สมบรูณ์ หรือหยดุการถอดรหสั
เมื�อถอดรหสัจนถึงบริเวณโคดอนที�ไม่คอ่ยพบใน E. coli หรืออาจมีการอ่านรหสัโคดอนคาดเคลื�อน
ไปจากกรอบการอ่านรหสัเดิมได้ (Kurland และ Gallant, 1996; Sorensen และคณะ, 2003)  และ
เจ้าบ้านสายพนัธุ์นี /ยงัมีการดดัแปลงพนัธุกรรมไม่ให้มีการแสดงออกของยีน gor และ trxB  ซึ�งทํา
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ให้เซลล์เจ้าบ้านสามารถเพิ�มการสร้างพนัธะไดซลัไฟด์ของรีคอมบิแนนท์โปรตีนได้ ซึ�งเหมาะสมตอ่
การแสดงออกของแลกเคสซึ�งเป็นเอนไซม์ที�มีโครงสร้างของพนัธะไดซลัไฟด์  ที�เป็นโครงสร้างที�มี
ความสําคญัมาก เพราะถ้ารีคอมบิแนนท์โปรตีนไม่มีการสร้างพนัธะไดซลัไฟด์อาจถูกย่อยสลาย
หรือแสดงออกในรูปที�ทํางานไมไ่ด้ (Bessette และคณะ, 1999) ผลการทดลองเมื�อคดัเลือกทรานส
ฟอร์แมนต์บนอาหารแข็ง LB ที�มีการเติมกวัเอคอลเพื�อใช้เป็นสบัสเตรตพบว่าทรานสฟอร์แมนต์ที�
ได้รับรีคอมบแินนท์พลาสมิด pETNS_1 และ pETSS_7 ไม่สามารถออกซิไดส์สบัสเตรตได้  แตเ่มื�อ
นํามาทดสอบการแสดงออกของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE พบว่ามีการผลิตรีคอมบิแนนท์แลก
เคสในทรานสฟอร์แมนต์ที�ได้รับรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pETNS_1 ซึ�งการแสดงออกนี /อาจ
เนื�องมาจาก E. coli Rosetta-Gami B (DE3) pLysS เป็นสายพนัธุ์ที�มีพลาสมิดที�มีชื�อว่า 
pLysSRARE  ซึ�งมียีนที�ใช้ในการแสดงออกของ tRNA สําหรับโคดอนที�ไม่คอ่ยพบใน E. coli แต่
พบในยคูาริโอต ได้แก่ AGA และ AGG (อาร์จินีน), GGA (ไกลซีน),  AUA (ไอโซลิวซีน), CUA (ลิว
ซีน)  และ CCC (โพรลีน) (Rogulin และคณะ, 2004)  แตอ่ย่างไรก็ตามรีคอมบิแนนท์แลกเคสที�
ผลิตขึ /นมีการผลิตออกมาในรูปแบบของ inclusion bodies ทําให้เอนไซม์ไม่สามารถทํางานได้  
การที�รีคอมบิแนนท์พลาสมิดมีการแสดงออกในรูปแบบของ inclusion bodies  อาจเกิดจากการ
แสดงออกของรีคอมบิแนนท์แลกเคสอยู่ภายใต้การควบคมุของ T7 promoter ซึ�งเป็นโปรโมเตอร์ที�
กระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของยีนในระดบัสงูมาก (Terpe, 2006) ซึ�งในบางครั /งการใช้โปรโม
เตอร์ที�แรงอาจไมใ่ชท่างเลือกที�ดี เพราะการผลิต RNA ที�มากเกินไปอาจส่งผลให้เกิดการอิ�มตวัของ
กลไกการถอดรหสั  ดงันั /นในบางครั /งอาจไม่มีความจําเป็นในการสงัเคราะห์ RNA ให้ได้ปริมาณ
สงูสดุ  วิธีแก้ไขอาจเปลี�ยนการแสดงออกของยีนภายใต้โปรโมเตอร์ที�มีความแรงลดลง ซึ�งอาจทํา
ให้รีคอมบิแนนท์โปรตีนที�ได้อยู่ในรูป soluble และมีโครงสร้างที�สมบรูณ์ (Gerstein, 2001)  รีคอม
บแินนท์แลกเคสเป็นเอนไซม์ที�จําเป็นต้องมีการสร้างพนัธะไดซลัไฟด์เพื�อให้เอนไซม์สามารถทํางาน
ได้  ดงันั /นการส่งโปรตีนไปยงับริเวณ periplasmic space จึงเป็นสิ�งจําเป็น  แตอ่ย่างไรก็ตามการ
แสดงออกภายใต้ T7 promoter ซึ�งเป็นโปรโมเตอร์ที�ทําให้มีการแสดงออกของยีนในระดบัที�สงูมาก 
ประกอบกบัรีคอมบิแนนท์โปรตีนมีความซบัซ้อนสงู อาจไปจํากดัระดบัของการส่งออกรวมถึงการ
ม้วนพบัตวัรีคอมบิแนนท์โปรตีนได้ ซึ�งส่งผลให้เกิด inclusion ขึ /นที�บริเวณ periplasmic space  
เพื�อลดการผลิตโปรตีนในรูปแบบ inclusion bodies มีวิธีหนึ�งที�น่าสนใจคือการแสดงออกร่วมของ
โมเลกุล chaperones บริเวณ periplasmic space ได้แก่ โปรตีนในตระกูล disulfide-bond 
formation (Dsb) ที�ประกอบด้วย SurA  FkpA และ Skp ซึ�งมีรายงานว่าสามารถช่วยให้เกิดการ
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สง่ออกและทําให้เกิดการม้วนพบัตวัของรีคอมบแินนท์โปรตีนได้อย่างถกูต้องโดยการสร้างพนัธะได
ซลัไฟด์ขึ /นมาใหมห่รือจดัเรียงพนัธะไดซลัไฟด์เดมิให้ถกูต้องได้ (Choi และ Lee, 2004)  

 อยา่งไรก็ตามมีงานวิจยัที�สามารถแสดงออกรีคอมบิแนนท์แลกเคสใน E. coli ในรูปแบบที�
สามารถทํางานได้ ตวัอย่างเช่น Salony และคณะ (2008) ได้โคลนยีนแลกเคสจาก cDNA ของรา  
Cyathus bulleri ซึ�งถูกรายงานว่ามีความสามารถในการย่อยสลายสีย้อมได้ เข้าสู่เวกเตอร์ pCR 
2.1 เพื�อให้มีการแสดงออกในเซลล์เจ้าบ้าน E. coli  ด้วยวิธี ligation-anchored PCR  โดยทํา
ปฎิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสด้วยรีเวิร์สไพรเมอร์ที�ไม่มีรหสัหยดุ ซึ�งทําให้เกิดการอ่านรหสัภายใต้โปร
โมเตอร์ของยีน lacZ ทําให้รีคอมบิแนนท์แลกเคสที�ได้มีขนาดใหญ่กว่าแลกเคสจากรา ซึ�งส่วนของ
ยีน lacZ ที�เพิ�มเข้ามาในเอนไซม์รีคอมบิแนนท์แลกเคสอาจมีส่วนช่วยให้เอนไซม์เกิดการม้วนพบั
ตวัอยา่งถกูต้อง สง่ผลให้รีคอมบแินนท์แลกเคสที�ผลิตโดยเซลล์เจ้าบ้าน E. coli มีความสามารถใน
การใช้สบัสเตรต คือไดอะมิโนเบนซิดีนได้เมื�อทดสอบแอกติวิตีของรีคอมบิแนนท์แลกเคสด้วยวิธี
zymogram ซึ�งวิธีนี /เป็นระบบการแสดงออกที�อาจเป็นประโยชน์ตอ่การแสดงออกของยีนแลกเคส
จากราสายพนัธุ์อื�นๆ ตอ่ไป  

 เมื�อทราบว่ารีคอมบิแนนท์แลกเคสที�ได้ถูกแสดงออกในรูป inclusion bodies ซึ�งเป็น
รูปแบบของโปรตีนที�ไมส่ามารถทํางานได้  ดงันั /นการทําโปรตีนให้บริสทุธิจงึต้องทําภายใต้ภาวะที�มี<

ยเูรียเพื�อทําให้รีคอมบิแนนท์แลกเคสซึ�งอยู่ในรูปของ insoluble กลบัมาอยู่ในรูป soluble  จากนั /น
จึงนําไปผ่านกระบวนการ refolding เพื�อให้เกิดการม้วนพบัตวัของรีคอมบิแนนท์โปรตีนที�ถูกต้อง  
แตอ่ย่างไรก็ตามหลงัจากนํารีคอมบิแนนท์แลกเคสที�ผ่านกระบวนการ refolding โดยการ dialyse 
ในภาวะที�มีการลดความเข้มข้นของยูเรียออกจากโมเลกุลของรีคอมบิแนนท์แลกเคส แล้วนํามา
ทดสอบแอกติวิตีไม่พบว่าสามารถใช้สบัสเตรตได้  อาจเนื�องมาจากภาวะที�ใช้ในการ dialyse มี
ความไม่เหมาะสม ทําให้ในระหว่างการ refolding อาจเกิดการม้วนพบัตวัผิดรูปแบบหรือเกิดการ
ตกตะกอนของรีคอมบิแนนท์โปรตีนเกิดขึ /น  เนื�องจากกระบวน refolding นั /นไม่มีวิธีการที�แน่นอน
ในการทําให้รีคอมบิแนนท์โปรตีนที�อยู่ในรูปแบบของ inclusion bodies เปลี�ยนมาอยู่ในรูปแบบ 
native  ดงันั /นวิธีการแก้ไขปัญหานี /คือทําการทดลองแปรผนัปัจจยัตา่งๆ ที�เกี�ยวข้อง  โดยขั /นตอนที�
มีความสําคญัตอ่การทําให้รีคอมบิแนนท์โปรตีนที�อยู่ในรูปแบบ inclusion bodies กลบัมาอยู่ใน
รูปแบบที�ถูกต้องคือ ขั /นตอนของการละลายรีคอมบิแนนท์โปรตีนโดยการใช้สาร chaotropic ซึ�ง
ได้แก่ ยเูรีย  กวันิดีนไฮโดรคลอไรด์ หรือสารจําพวก detergent และขั /นตอนการ refolding ซึ�งมีวิธี
ให้เลือกใช้อยา่งหลากหลาย (Singh และ Panda, 2005)  



96 
 

 ตัวอย่างงานวิจัยที�สามารถ refolding รีคอมบิแนนท์เอนไซม์จากรูปแบบ inclusion 
bodies ให้อยู่ในรูปที�ทํางานได้ ได้แก่ Whitwam และ Tien (1996) ได้โคลนยีน Mn peroxidase 

isozyme H4 (λMP1) จาก cDNA ของราไวท์รอท Phanerochaete chrysosporium  เพื�อให้มี
การแสดงออกใน E. coli และพบว่ารีคอมบิแนนท์เอนไซม์มีการแสดงออกในรูปแบบ inclusion 
bodies ที�ไม่สามารถทํางานได้  จากนั /นได้แปรผนัปัจจยัต่างๆ ในขั /นตอนการละลายและการ 
refolding และพบว่าในขั /นตอนการละลายรีคอมบิแนนท์เอนไซม์ด้วยยเูรียความเข้มข้น 8 โมลาร์ 
ยงัมีการจบักันของพนัธะไดซลัไฟด์ 5 พนัธะจึงเติมสาร dithiothreitol ลงไปเพื�อทําลายพนัธะได
ซลัไฟด์  สว่นขั /นตอน refolding พบวา่การเจือจางให้ความเข้มข้นสดุท้ายของยเูรียเป็น 2 โมลาร์ ที�
ความเป็นกรดเบส 8.0 นั /นมีประสิทธิภาพในการ refolding มากที�สดุ  ทั /งนี /ขึ /นอยู่กบัความเข้มข้น
ของสาร CaCl2 hemin และ oxidized glutathione ที�เติมลงไปในขั /นตอนการ refolding  เนื�องจาก 
heme และไอออนของแคลเซียม 2 อะตอมจะเข้าไปจบักบัโครงสร้างของเอนไซม์ในกระบวนการ 
post-translational modification ในรา และ oxidized glutathione ช่วยในการสร้างพันธะได
ซลัไฟด์ของเอนไซม์  นอกจากนี /ยงัพบว่าคา่ความเป็นกรดเบส ความเข้มข้นของกลีเซอรอล ไอออน 
Mn2+ ซึ�งเป็นสบัสเตรตของเอนไซม์ก็มีผลตอ่การกลบัมามีแอกติวิตีของรีคอมบิแนนท์เอนไซม์ด้วย
เช่นเดียวกัน  หลงัจากการ refolding พบว่ารีคอมบิแนนท์เอนไซม์มีคณุสมบตัิต่างๆ เหมือนกับ
เอนไซม์ Mn peroxidase ในรา และสามารถย่อยสบัสเตรตคือ ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์และ Mn2+ 
ออกซาเลทได้  ดงันั /นจะเห็นว่ามีปัจจยัมากมายที�เกี�ยวข้องกบัการ refolding โปรตีนเพื�อทําให้
โปรตีนกลบัมามีแอกติวิตีตามต้องการได้ และควรได้รับการศกึษาตอ่ไปสําหรับรีคอมบิแนนท์แลก
เคสที�ผลิตได้ในงานวิจยันี / เพื�อศกึษาว่าปัจจยัใดบ้างที�มีผลตอ่การม้วนพบัตวัของเอนไซม์ต้นแบบ
ในรา แล้วนํามาประยุกต์ใช้เพิ�มเติมในการ refolding รีคอมบิแนนท์แลกเคส เช่น การเติมสารที�
เกี�ยวข้องกบัการออกซิไดส์สบัสเตรต ได้แก่ คอปเปอร์ลงไปในขั /นตอนการ refolding หรืออาจเติม
สาร oxidized glutathione ลงไปเพื�อช่วยในการสร้างพนัธะไดซลัไฟด์  รวมถึงแปรผนัปัจจยัตา่งๆ 
เช่น คา่ความเป็นกรดเบสความเข้มข้นของกลีเซอรอล  เวลาที�ใช้ในการ refolding  รวมถึงความ
เข้มข้นของยเูรียที�ใช้ เป็นต้น     

 ปัจจยัอีกข้อหนึ�งที�อาจส่งผลให้รีคอมบิแนนท์ที�ผ่านกระบวนการ refolding ไม่มีแอกติวิตี
คือเซลล์เจ้าบ้าน E. coli ไม่มีกระบวนการไกลโคซิเลท เพราะใน E. coli ไม่มีกระบวนการ post-
translational modification ซึ�งอาจส่งผลให้รีคอมบิแนนท์แลกเคสซึ�งเป็นโปรตีนที�ต้องมีการไกลโค
ซิเลทไมส่ามารถม้วนพบัตวัและมีแอกติวิตีที�ถกูต้องได้ วิธีการแก้ไขคือการแสดงออกรีคอมบิแนนท์
แลกเคสในเซลล์เจ้าบ้านที�เป็นยคูาริโอต เชน่ ยีสต์ หรือราสายใยชนิดอื�น เนื�องจากเป็นสิ�งมีชีวิตที�มี
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กระบวนการไกลโคซิเลท ซึ�งอาจทําให้รีคอมบิแนนท์แลกเคสที�ได้สามารถทํางานได้  โดย
กระบวนการไกลโคซิเลทในบางครั /งถือว่ามีความสําคญัตอ่แอกติวิตีของรีคอมบิแนนท์แลกเคส ซึ�ง
มีงานวิจยัที�รายงานว่ารีคอมบิแนนท์แลกเคสที�ได้มีสมบตัิตา่งๆ ที�เปลี�ยนไปจากแลกเคสปกติ จาก
การเกิดกระบวนการเกิดไกลโคซิเลทมากเกินไป (hyperglycosylation) ของเซลล์เจ้าบ้าน เช่น ค่า
ความเป็นกรดเบสที�เหมาะสมของเอนไซม์ คา่ Km และคา่ redox potential เป็นต้น (Kilaru และ
คณะ, 2006) 

 ตวัอย่างเช่น Lu และคณะ (2009) ได้โคลนยีนแลกเคสจาก cDNA ของรา Pycnoporus 
sanguineus  เพื�อให้มีการแสดงออกใน P. pastoris สายพนัธุ์ SMD1168H  ภายใต้การควบคมุ
การแสดงออกของโปรโมเตอร์ alcohol oxidase (AOX1) โดยรีคอมบิแนนท์แลกเคสมีนํ /าหนั
โมเลกลุเทา่กบั 62.8 กิโลดาลตนั  ซึ�งใกล้เคียงกบัแลกเคสของราที�มีขนาด 61.4 กิโลดาลตนั  อีกทั /ง
รีคอมบิแนนท์เอนไซม์หลั�งออกนอกเซลล์โดยใช้ signal peptide ของรา  ซึ�งสามารถตรวจสอบพบ
แอกติวิตีของแลกเคสได้ในอาหารเลี /ยงเชื /อ และเมื�อตรวจสอบสมบตัิต่างๆ ของรีคอมบิแนนท์แลก
เคสพบว่ามีความคล้ายคลึงกบัแลกเคสจากรา และ specific activity ของเอนไซม์บริสทุธิจากรา<

เทา่กบั 340.76 ยนูิตตอ่มิลลิกรัม ในขณะที�รีคอมบิแนนท์มี specific activity ลดลงเท่ากบั 172.91 
ยนูิตตอ่มิลลิกรัม 

 อย่างไรก็ตามรีคอมบิแนนท์แลกเคสที�ผลิตได้ยงัคงเป็น putative laccase เนื�องจาก
โปรตีนที�ได้ไมมี่แอกตวิิตี  อีกทั /งยงัไม่มีการทํา western blot เพื�อยืนยนัว่าโปรตีนที�ทําบริสทุธิได้คือ<

รีคอมบิแนนท์แลกเคสจริง  ดังนั /นทิศทางงานวิจัยในอนาคตเพื�อให้ได้รีคอมบิแนนท์แลกเคสที�
สามารถทํางานได้ ควรมีการวิจัยเพิ�มเติมในแง่การเปลี�ยนสายพันธุ์ของเซลล์เจ้าบ้าน E. coli  
เวกเตอร์ และ signal sequence ที�ใช้  รวมถึงเปลี�ยนชนิดของเซลล์เจ้าบ้านและระบบการ
แสดงออก ตลอดจนปัจจยัอื�นๆ ที�เกี�ยวข้อง เพื�อหาภาวะที�เหมาะสมต่อการแสดงออกของรีคอม
บแินนท์แลกเคสให้อยูใ่นรูปแบบ soluble ที�สามารถทํางานได้ตอ่ไป   
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ภาคผนวก ก 
 

สตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี Pยงเชื Pอู  
 
1. อาหารเลี Pยงเชื Pอแข็ง malt extract 
 
  สารสกดัจากมอล์ต (malt extract)  20  กรัม 

 เปปโตน (peptone)      5  กรัม 
 กลโูคส (glucose)    20  กรัม 
 วุ้น (agar)      15  กรัม   
 
ละลายสารทั /งหมดในนํ /ากลั�นปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร  นําไปนึ�งฆ่าเชื /อที�ความ

ดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ /ว 121 องศาเซลเซียส  15 นาที 
 
2. อาหารเลี Pยงเชื Pอเหลว malt extract 
 

เตรียมอาหารตามวิธีในข้อ ก1 แตไ่ม่มีส่วนประกอบของวุ้น  นําไปนึ�งฆ่าเชื /อที�ความดนัไอ 
15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ /ว 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 
3.  อาหารเลี Pยงเชื Pอแข็ง Luria-Bertani (LB broth) 
 
  ทริปโตน (tryptone)    10  กรัม  
  ผงสกดัจากยีสต์ (yeast extract)     5  กรัม 

 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)    10  กรัม 
วุ้น (agar)      15  กรัม   

 
ละลายสารทั /งหมดในนํ /ากลั�นปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร  ปรับคา่ความเป็นกรด

เบสให้เป็น 7.0  นําไปนึ�งฆา่เชื /อที�ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ /ว 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
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4.  อาหารเลี Pยงเชื Pอแข็ง Luria-Bertani (LB broth) 
 

เตรียมอาหารตามวิธีในข้อ ก3 แตไ่ม่มีส่วนประกอบของวุ้น  นําไปนึ�งฆ่าเชื /อที�ความดนัไอ 
15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ /ว 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 
5. อาหารเลี Pยงเชื Pอจาํกัดไนโตรเจน 
 
 กลโูคส    10  กรัมตอ่ลิตร 
 NH4NO3   0.1  กรัมตอ่ลิตร  
 KH2PO4     1  กรัมตอ่ลิตร       
 MgSO4·7H2O   0.5  กรัมตอ่ลิตร 
 FeSO4·7H2O             0.01  กรัมตอ่ลิตร 
 ZnSO4·7H2O            0.001  กรัมตอ่ลิตร 
 MnSO4             0.001  กรัมตอ่ลิตร 
 CuSO4·5H2O            0.001  กรัมตอ่ลิตร 
 

ดดู stock สาร stock ละ 10 มิลลิลิตร  ก่อนปรับปริมาตรด้วยนํ /ากลั�นให้ปริมาตรสดุท้า
เท่ากับ 1,000 มิลลิลิตร  ปรับค่าความเป็นกรดเบสให้เป็น 4.5  นําไปนึ�งฆ่าเชื /อที�ความดนัไอ 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิ /ว 121 องศาเซลเซียส 15 นาที  
  

6. อาหารแข็ง ψb  
 
 ผงสกดัจากยีสต์ (yeast extract)    5  กรัม 
 ทริปโตน (tryptone)     20  กรัม 
 แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4· 7H2O)  5  กรัม 

วุ้น (agar)       15  กรัม   
 
ละลายสารทั /งหมดในนํ /ากลั�นปรับปริมาตรให้ได้ 1,000 มิลลิลิตร  ปรับคา่ความเป็นกรด

เบสด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 5 นอร์มลั เป็น 7.0 นําไปนึ�งฆ่าเชื /อด้วยความ
ดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ /ว 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

Stock A 

Stock B 

Stock C 
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7. อาหารเลี Pยงเชื Pอเหลว ψb 

 
เตรียมอาหารตามวิธีในข้อ 6 แต่ไม่มีส่วนประกอบของวุ้น  นําไปนึ�งฆ่าเชื /อที�ความดนัไอ 

15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ /ว 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและอุปกรณ์ที�ใช้ในการทดลอง 
  
1. กลีเซอรอล 
 
 นํากลีเซอรอล 87 เปอร์เซ็นต์ ไปนึ�งฆ่าเชื /อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ /ว 121
องศาเซลเซียส 15 นาที ตั /งทิ /งไว้ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 24 ชั�วโมง แล้วนึ�งฆ่าเชื /อซํ /าอีกรอบ  ตั /งทิ /ง
ไว้ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 24 ชั�วโมง แล้วนึ�งฆา่เชื /อซํ /าอีกหนึ�งครั /ง 
 
2. ฟลออรีนความเข้มข้น ู 100,000 ppm  
 
 ชั�งผงฟลูออรีน 1,000 มิลลิกรัม  ละลายและปรับปริมาตรด้วยไดเมทิลซัลฟอกไซด์ 
(DMSO) ให้เป็น 10 มิลลิลิตร  ละลายผลกึด้วยเครื�องผสมสารหรือโซนิเคตจนผลึกละลายหมด  ทํา
ให้ปราศจากเชื /อโดยกรองด้วยชดุกรองสําเร็จรูปชนิด PTFE ที�มีรูกว้าง 0.20 ไมโครเมตร  เก็บรักษา
ในขวดสีชาหรือหอ่ด้วยฟอยล์ให้มิดชิด  เก็บที�อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
3. บัฟเฟอร์โซเดียมอะซิเทต ความเข้มข้น 500 มิลลิโมลาร์ ความเป็นกรดเบส 4.5 
 
 ชั�งผงโซเดียมอะซิเทต 14.545 กรัม  ละลายในนํ /ากลั�นประมาณ 800 มิลลิลิตร ปรับค่า
ความเป็นกรดเบสด้วยกรดอะซิติกเข้มข้นจนเป็น 4.5  แล้วปรับปริมาตรด้วยนํ /ากลั�นให้ปริมาต
สดุท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
  
4. สารละลาย ABTS ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ ในบัฟเฟอร์โซเดียมอะซิเทตความ
เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ 
 
 ชั�งผง ABTS 0.055 กรัม  แล้วละลายด้วยบฟัเฟอร์โซเดียมอะซิเทตความเข้มข้น 500 
มิลลิโมลาร์  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรด้วยนํ /ากลั�นให้เป็น 10 มิลลิลิตร  ห่อภาชนะด้วย
ฟอย์ลป้องกนัการสมัผสักบัแสง  เก็บที�อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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5. โซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
 
 ชั�งเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด์ 40 กรัม  ละลายในนํ /ากลั�น 1,000 มิลลิลิตร บรรจใุนภาชนะ
พลาสตกิ 
 
6. ชุดสําเร็จสกัดอาร์เอ็นเอ AurumTM Total RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit บริษัท Bio-
Rad Laboratories Inc., USA 
  
 ประกอบด้วย 
  RNA binding mini columns 
  DNaseI (ไลโอฟิไลซ์) 
  Low stringency wash solution (5X concentrae) 
  High stringency wash solution 
  Elution solution 
  DNase dilution solution 
  PureZol RNA isolation reagent 
 
 เมื�อใช้ครั /งแรกละลาย DNaseI ใน 10 มิลลิโมลาร์ Tris (ความเป็นกรดเบส 7.5) ปริมาตร 
250 ไมโครลิตร  ละลาย DNaseI โดยปิเปตต์สารขึ /นลงจนสารละลายหมด  แล้วแบง่สารละลายใส่
หลอดไมโครฟิวจ์หลอดละ 5 ไมโครลิตร  เก็บที�อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
  
7. เอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ 
 
 เจือจางเอทานอล 95% ด้วยนํ /าปลอดประจใุห้ได้ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 70% และนําไป
เก็บไว้ที�อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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8. นํ Pา DEPC 
 
 นํานํ /าปลอดประจปุริมาตร 999 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดที�ปลอดเชื /อ เติม DEPC ลงไป 1 
มิลลิลิตร นําไปเขย่าเป็นเวลาข้ามคืน จากนั /นนําไปนึ�งฆ่าเชื /อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ /ว 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
9. 10X MOPS buffer 
 
 ละลาย MOPS 41.8 กรัม ในนํ /า DEPC จนหมด จากนั /นนําไปปรับคา่ความเป็นกรดเบสให้
เป็น 7.0  เติมโซเดียมอะซีเทต 6.8 กรัม คนจนละลายหมด  เติม EDTA 1.46 กรัม คนจนละลาย
หมด จากนั /นปรับปริมาตรให้เป็น 500 มิลลิลิตร นําไปนึ�งฆ่าเชื /อด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อ
ตารางนิ /ว 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลงัจากนึ�งฆา่เชื /อแล้วสารละลายจะเปลี�ยนเป็นสี
เหลืองใสไมมี่ตะกอน 
 
10. เอธิเดียมโบรไมด์ ความเข้มข้น 400 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (สาํหรับงานด้าน RNA)    
 
 เจือจางเอธิเดียมโบรไมด์ ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ใน
นํ /า DEPC 96 ไมโครลิตร  เก็บในที�มืด 
      
11. สารละลาย dNTP  ที�มีความเข้มข้นของแต่ละนิวคลีโอไทด์เท่ากับ 10 มิลลิโมลาร์ 
 
 ผสม dATP, dGTP, dCTP และ dTTP  ที�มีความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์  ปริมาตรชนิด
ละ 10 ไมโครลิตรให้เข้ากัน  แล้วปรับปริมาตรสุดท้ายด้วยนํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อให้เป็น 100 
ไมโครลิตร  เก็บที�อณุหภมูิ -20°C   
 
12. บัฟเฟอร์ 50X TAE 
 
  Tris base      242 กรัม 
  กรดอะซิตกิเข้มข้น     57.1 มิลลิลิตร 
  สารละลาย EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์  100 มิลลิลิตร 
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 ละลายสว่นผสมทั /งหมดในนํ /าปลอดประจปุริมาตร 300 มิลลิลิตร  แล้วเติมนํ /าปลอดประจ
จนปริมาตรเท่ากับ 1,000 มิลลิลิตร  นําไปนึ�งฆ่าเชื /อที�ความดนัไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ /ว 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา15 นาที 
 
13. TfbI 
 

โพแทสเซียมอะซีเทต (CH3COOK)   0.295  กรัม 
 รูบเิดียมคลอไรด์ (RbCl)     1.21   กรัม 
 แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2)    0.148  กรัม 
 แมงกานีสคลอไรด์ (MnCl2)    0.99  กรัม 
 กลีเซอรอล      15  มิลลิลิตร 
  
 ละลายสารทกุชนิดเข้าด้วยกนัด้วยนํ /าปลอดประจปุริมาตร 70 มิลลิลิตร ปรับคา่ความเป็น
กรดเบสด้วยสารละลายกรดอะซิติกความเข้มข้น 0.2 โมลาร์ เป็น 5.8  จากนั /นปรับปริมาตรเป็น 
100 มิลลิลิตร ด้วยขวดวัดปริมาตร และทําให้ปลอดเชื /อโดยการกรองสารละลายผ่านชุดกรอง
สําเร็จรูปชนิดเซลลโูลสอะซีเทต ขนาดรูกว้าง 0.22 ไมครอน และเก็บรักษาไว้ในหลอดที�ปราศจาก
เชื /อที�อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 
14. TfbII 
 

2-[N-morpholino]ethanesulfonic acid   0.290  กรัม 
  แคลเซียมคลอไรด์     1.103  กรัม 
 รูบเิดียมคลอไรด์      0.121  กรัม 
 กลีเซอรอล      15  มิลลิลิตร 
  
 ละลายสารทุกชนิดให้เข้ากันด้วยนํ /าปลอดประจปุริมาตร 70 มิลลิลิตร ปรับค่าความเป็น
กรดเบสด้วยสารละลายโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) ความเข้มข้น 1 โมลาร์ เป็น 6.5  จากนั /น
ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยขวดวดัปริมาตรและทําให้ปลอดเชื /อโดยการกรองสารละลาย
ผา่นชดุกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลโูลสอะซีเทตขนาดรูกว้าง 0.22 ไมครอน และเก็บรักษาไว้ในหลอด
ที�ปราศจากเชื /อที�อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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15. ยาปฎิชีวนะแอมพซิิลลินความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

ชั�งผงของยาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน 100 มิลลิกรัม ละลายในนํ /าปลอดประจ ุ1 มิลลิลิตร  
ทําให้ปลอดเชื /อโดยการกรองสารละลายผ่านชดุกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลโูลสอะซีเทตขนาดรูกว้าง 
0.45 ไมครอน เก็บรักษาไว้ในหลอดไมโครฟิวจ์ปลอดเชื /อที�อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  เมื�อ
นํามาใช้แล้วเก็บที�อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ได้นาน 1 เดือน 
 
16. X-gal ความเข้มข้น 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
 ละลายผง X-gal 500 มิลลิกรัม ในสารละลายไดเมทิลฟอร์มาไมด์ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร  
เก็บที�อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ในหลอดปิดสนิทและพันหลอดด้วยอะลูมิเนียมฟอยล์เพื�อ
ป้องกนัสารละลายสมัผสักบัแสง 
 
17. สารละลาย IPTG  ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 
   
 ละลายผง IPTG 0.2 กรัม ในนํ /าปลอดประจปุริมาตร 10 มิลลิลิตร ทําให้ปลอดเชื /อโดยการ
กรองสารละลายผ่านชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเทตขนาดรูกว้าง 0.45 ไมครอน  เก็บที�
อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
18. Solution I 
  

   ซูโครส (ภาคผนวก ข41)  ความเข้มข้น 5      มิลลิโมลาร์ 
   Tris, ความเป็นกรดเบส 8.0  ความเข้มข้น  25    มิลลิโมลาร์ 
   EDTA, ความเป็นกรดเบส 8.0  ความเข้มข้น 10    มิลลิโมลาร์ 
   (ภาคผนวก ข42) 

 
19. Solution II 
 

  สารละลายโซเดียมไฮครอกไซด์             ความเข้มข้น 0.2        นอร์มอล 
   SDS     ความเข้มข้น  1%   (w/v) 
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20. Solution III 
 

    สารละลายโซเดียมอะซีเทต  ความเข้มข้น  3  โมลาร์ 
    ความเป็นกรดเบส 5.2 (ภาคผนวก ข43)    

 
21. RNaseA ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

 
Tri-HCl, ความเป็นกรดเบส 8.0   10  มิลลิโมลาร์ 

 สารละลายโซเดียมคลอไรด์   15  มิลลิโมลาร์ 
 RNaseA     0.2  กรัม 
 
 ผสมสารละลาย Tris-HCl  ความเข้มข้น 1.0 โมลาร์  pH 8.0  ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร  กบั
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 1.0 โมลาร์  ปริมาตร 0.15 มิลลิลิตรให้เข้ากัน  จากนั /น
เติมผง RNaseA 0.2 กรัม  ปรับปริมาตรด้วยนํ /ากลั�นปลอดประจปุลอดเชื /อให้เป็น 10 มิลลิลิตร  
แล้วผสมให้เข้ากันด้วยเครื�องผสมสาร  นําไปต้มในนํ /าเดือดเป็นเวลา 10 นาที  ทิ /งให้เย็นที�
อณุหภมูิห้อง  แล้วดดูแบง่ใสห่ลอดไมโครฟิวจ์ปลอดเชื /อหลอดละ 1.0 มิลลิลิตร 
 
22. ชุดสาํเร็จ QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) 
  
 ประกอบด้วย 
  บฟัเฟอร์ P1 
  บฟัเฟอร์ P2 
  บฟัเฟอร์ N3 
  บฟัเฟอร์ PB 
  บฟัเฟอร์ PE 
  RNase A 
  Collection tube 
  Qiaprep Spin column 
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 ก่อนใช้ชดุสกดัพลาสมิดครั /งแรกให้เติม RNase A ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน Buffer 
P1 และเก็บรักษาไว้ที�อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส และเติม absolute ethanol ปริมาตร 24 มิลลิลิตร 
ลงใน Buffer PE 
 
23. ชุดสาํเร็จ QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Germany) 
 
 ประกอบด้วย 
  บฟัเฟอร์ PB 
  บฟัเฟอร์ PE 
  บฟัเฟอร์ EB 
  QIAquick column   
 
 ก่อนใช้ให้เตมิ 96-100 เปอร์เซ็นต์ เอทานอลลงในบฟัเฟอร์ PE  ตามที�แสดงไว้ข้างขวด 
 
24. ยาปฎิชีวนะคานามัยซินความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

ชั�งผงของยาปฎิชีวนะคานามยัซิน 100 มิลลิกรัม ละลายในนํ /าปลอดประจ ุ1 มิลลิลิตร  ทํา
ให้ปลอดเชื /อโดยการกรองสารละลายผ่านชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเทตขนาดรูกว้าง 
0.45 ไมครอน เก็บรักษาไว้ในหลอดไมโครฟิวจ์ปลอดเชื /อที�อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  เมื�อ
นํามาใช้แล้วเก็บที�อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ได้นาน 1 เดือน 
 
25. สารละลายฟีนอล/คลอโรฟอร์ม 
 
 ผสมสารละลายฟีนอลที�อิ�มตวัด้วย Tris-HCl กับสารละลายคลอโรฟอร์มเข้าด้วยกันใน
อตัราสว่นฟีนอล:คลอโรฟอร์ม เท่ากบั 1:1  (ปริมาตร/ปริมาตร)  เก็บในขวดสีชาที�อณุหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 
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26. ยาปฎิชีวนะคลอแรมเฟนิคอลความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 

ชั�งผงของยาปฎิชีวนะคานามยัซิน 100 มิลลิกรัม ละลายในเอทานอลปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
เก็บรักษาไว้ในหลอดไมโครฟิวจ์ปลอดเชื /อที�อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส   
 
27. ชุดสาํเร็จ QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germeny) 
 ประกอบด้วย 
  บฟัเฟอร์ QG 
  บฟัเฟอร์ PE 
  QIAquick column 
  บฟัเฟอร์ EB 
  
 ก่อนใช้ชดุสกดัดีเอ็นเอให้เตมิ absolute ethanol ปริมาตร 24 มิลลิลิตร ลงใน Buffer PE  
 
28. Tris-HCl 1.5 โมลาร์ ความเป็นกรดเบส 8.8 
 

Trisma base (C4H11NO3)   181.71    กรัม 
 
 ละลาย Trisma base ในนํ /าปลอดประจปุริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั /นปรับคา่ความเป็น
กรดเบสโดยค่อยๆ เติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น คนให้เข้ากัน และวัดค่าความเป็นกรดเบสให้
เทา่กบั 8.8 เตมินํ /าปลอดประจจุนเป็นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ�งฆ่าเชื /อด้วยความดนัไอ 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิ /วอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที 
 
29. สารละลาย 10 เปอร์เซ็นต์ SDS 
  
  ชั�ง sodium dodecyl sulfate นํ /าหนกั 10 กรัม คอ่ยๆ ละลายในนํ /าปลอดประจปุริมาต
 80 มิลลิลิตร เมื�อละลายหมดเตมินํ /าปลอดประจใุห้ครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
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30. 10% แอมโมเนียมเพอร์ซัลเฟต 
 
 ชั�งแอมโมเนียมเพอร์ซัลเฟต 100 มิลลิกรัมใส่ในหลอดไมโครฟิวจ์ที�ปราศจากเชื /อ เติมนํ /
ปลอดประจปุลอดเชื /อลงไป 1 มิลลิลิตร ละลายจนหมด 
 
31. Tris-HCl 0.5 โมลาร์ ความเป็นกรดเบส 6.8 
 
 Trismabase (C4H11NO3)   60.57    กรัม 
 
 ละลาย Trisma base ในนํ /าปลอดประจปุริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั /นปรับคา่ความเป็น
กรดเบส โดยค่อยๆ เติมกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น คนให้เข้ากัน และวัดค่าความเป็นกรดเบสให้
เทา่กบั 6.8 เตมินํ /าปลอดประจจุนเป็นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ�งฆ่าเชื /อด้วยความดนัไอ 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิ /วอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 15 นาที 
 
32. 10X SDS running buffer 

Trisma base     30   กรัม  
 ไกลซีน (Glycine)              145   กรัม  
 SDS      10    กรัม  
 ละลายสารแต่ละชนิดแยกกันด้วยนํ /ากลั�น จากนั /นนํามารวมกนัและปรับปริมาตรด้วยนํ
กลั�นให้ได้ปริมาตรสดุท้ายเป็น 1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ที�อณุหภูมิห้อง ก่อนใช้ให้นํามาเจือจาง
ด้วยนํ /ากลั�นให้ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 1X 
 
33. 2X Laemmli buffer 
 
 87 เปอร์เซ็นต์ กลีเซอรอล     2.29  มิลลิลิตร 
 สารละลาย Tris-HCl ความเป็นกรดเบส 6.8  1  มิลลิลิตร 
 นํ /าปลอดประจปุลอดเชื /อ     2.71  มิลลิลิตร 
 Bromphenolblue     0.001  กรัม 
 10 เปอร์เซ็นต์ SDS     4  มิลลิลิตร 
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 ผสมสารทกุชนิดเข้าด้วยกนัและนําไปเก็บรักษาไว้ที� 4 องศาเซลเซียส ก่อนนํามาใช้ให้ผสม 
2-Mercaptoethanol ในอัตราส่วน 2X Laemmli buffer 950 ไมโครลิตรต่อ 50 ไมโครลิตร 2-
Mercaptoethanol 
 
34. Unstained Molecular weight protein (Fermentas, USA) 
 
 ละลาย Unstained Molecular weight protein ที�อณุหภูมิห้อง  ผสมให้เข้ากนัด้วยเครื�อง
ผสมสาร  แล้วดดูแบ่งใส่หลอดไมโครฟิวจ์  จากนั /นบ่มที�อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที  ปล่อยให้เย็นและผสมให้เข้ากัน  แล้วนําไปโหลดเจล  เก็บที� -20 องศาเซลเซียส  ในการใช้
ครั /งตอ่ไปละลายที�อณุหภมูิห้อง  ผสมให้เข้ากนั  นําไปโหลดเจล  ห้ามบม่ที�อณุหภมูิสงู  
  
35. Coomassie blue staining 
 
 Coomasie brilliant blue R250      2  กรัม  
 เอทานอล      400  มิลลิลิตร 
 กรดอะซิตกิ      100  มิลลิลิตร 
 
 ผสมสารทั /งสามชนิดเข้าด้วยกันและปรับปริมาตรด้วยนํ /ากลั�นให้ได้ปริมาตรสดุท้ายเป็
 1,000 มิลลิลิตร  กรองตะกอนด้วยกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 นําไปเขย่าที�อณุหภูมิห้อง
เป็นเวลา 1-2 ชั�วโมง เก็บรักษาไว้ที�อณุหภมูิห้อง 
 
36. Destaining solution 
 
 เอทานอล      400  มิลลิลิตร 

กรดอะซิตกิ      100  มิลลิลิตร 
 

ผสมสารทั /งสองชนิดเข้าด้วยกันและปรับปริมาตรด้วยนํ /ากลั�นให้ได้ปริมาตรสดุท้ายเป็
 1,000 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ที�อณุหภมูิห้อง 
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37. ชุดสาํเร็จ TALON® Metal Affinity Resins (Clontech, USA) 
 
 ประกอบด้วย 
  TALON Metal Affinity Resin 
  บฟัเฟอร์ 5X Equilibration/Wash  

(250 มิลลิโมลาร์ sodium phosphate, 1.5 โมลาร์ NaCl, ความเป็นกรดเบส 7) 
  บฟัเฟอร์ 5X Equilibration  

(250 มิลลิโมลาร์ sodium phosphate, 1.5 โมลาร์ NaCl, ความเป็นกรดเบส 8) 
  บฟัเฟอร์ 10X Elution (1.5 โมลาร์ imidazole, ความเป็นกรดเบส 7) 

2 มิลลิลิตร Disposable Gravity Columns 

10 มิลลิลิตร Disposable Gravity Column 
 
 ก่อนใช้ 5X Equilibration/Wash หรือ 5X Equilibration ให้เจือจางด้วยนํ /าปลอดประจใุห
เป็น 1X  ส่วนการใช้ในภาวะ denature ละลายผงยเูรียที�ให้ความเข้มข้นสดุท้ายเท่ากบั 8 โมลาร์ 
ด้วย 1X บฟัเฟอร์  Equilibration/Wash หรือ บฟัเฟอร์ Equilibration  และ บฟัเฟอร์ 10X Elution 
ก่อนใช้ชะเรซินให้เจือจางเป็น 1X ด้วย 1X บัฟเฟอร์ Equilibration/Wash หรือ บฟัเฟอร์ 
Equilibration  ที�มียเูรียความเข้มข้น 8 โมลาร์ 
 
38. 5X SDS PAGE sample buffer 
 
 Tris-HCl 0.5 โมลาร์ ความเป็นกรดเบส 6.8  2.5  มิลลิลิตร 
 10 เปอร์เซ็นต์ SDS     1  กรัม 
 โบรโมฟีนอลบล ู      0.05  กรัม 
 85 เปอร์เซ็นต์ กลีเซอรอล     5.75  มิลลิลิตร 
 ผสมสารทกุชนิดเข้าด้วยกนั  ปรับปริมาตรด้วยนํ /าปลอดประจเุป็น 10 มิลลิลิตร และเก็บ
รักษาไว้ที�อณุหภูมิห้อง  ก่อนนํามาใช้ให้ผสม 2-Mercaptoethanol ในอตัราส่วน 5X SDS PAGE 
sample buffer 950 ไมโครลิตรตอ่ 50 ไมโครลิตร 2-Mercaptoethano 
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39. 100 มิลลิโมลาร์ CoCl2·6H2O 
 
 CoCl2·6H2O      23.784  กรัม 
 
 ละลายในนํ /าปลอดประจ ุ ปรับปริมาตรให้เป็น 1,000 มิลลิลิตร 
  
40. 5X บัฟเฟอร์ dialyse  
 
 บฟัเฟอร์โซเดียมฟอสเฟต ความเข้มข้น 1 โมลาร์   250  มิลลิลิตร 
 (ความเป็นกรดเบส 8.0) 
 โซเดียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 5 โมลาร์   300  มิลลิลิตร 
 
 ผสมสารทั /งหมดให้เข้ากนัแล้วปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํ /ากลั�นเป็น 1,000 มิลลิลิตร  เก็บ
ที�อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  จากนั /นชั�งผงยเูรียให้ได้ความเข้มข้นสดุท้ายตามที�ต้องการ  ละลาย
ด้วย 1X บฟัเฟอร์ dialyse  ผสมกบั 85 เปอร์เซ็นต์ กลีเซอรอล ปริมาตร 352.94 มิลลิลิตร  เมื�อผง
ยเูรียละลายจนหมดแล้ว  ปรับปริมาตรสดุท้ายให้เป็น 1,000 มิลลิลิตรด้วย 1X บฟัเฟอร์ dialyse  
เก็บที�อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  ยกเว้นที�ความเข้มข้นยเูรีย 8 โมลาร์  เก็บที�อณุหภมูิห้อง 
 
41. ซโครส ความเข้มข้น ู 1 โมลาร์ 
  
 ซูโครส       342.3  กรัม 
 
 ละลายในนํ /ากลั�น  แล้วปรับปริมาตรด้วยนํ /ากลั�นให้เป็น 1,000 มิลลิลิตร  นําไปนึ�งฆ่าเชื /อ
ที� 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
 
42. สารละลาย EDTA ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ความเป็นกรดเบส 8.0  
 
 EDTA (C10H14N2O8Na2•2H2O)    93.05  กรัม 
 โซเดียมไฮดรอกไซด์     10  กรัม 
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ละลาย EDTA ในนํ /าปลอดประจปุริมาตร 800 มิลลิลิตร  เมื�อละลายหมดแล้วเติมเกล็ด
โซเดียมไฮดรอกไซด์  คนให้เข้ากัน  รอให้เย็นลงแล้วจึงปรับค่าความเป็นกรดเบสด้วยกรดไฮโดร
คลอริกเข้มข้นให้เป็น 8.0  เตมินํ /าปลอดประจจุนเป็นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร นําไปนึ�งฆ่าเชื /อด้วย
ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิ /วอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
 
43. สารละลายโซเดียมอะซีเทต เข้มข้น 3 โมลาร์ ความเป็นกรดเบส 5.2 
 
 ละลายโซเดียมอะซีเทต นํ /าหนกั 204 กรัม ในนํ /าปลอดประจใุห้ได้ปริมาตรประมาณ 400 
มิลลิลิตร  นําไปปรับค่าความเป็นกรดเบสให้เป็น 5.2 ด้วยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57  
มิลลิลิตร  เตมินํ /าปลอดประจใุห้ได้ปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร  นําไปนึ�งฆ่าเชื /อด้วยความดนัไอ 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิ /ว อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ค 
 

เวกเตอร์และลาํดับนิวคลีโอไทด์ 
 
1. เวกเตอร์ pGEM®-T easy vector (Promega, USA) 
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2. เวกเตอร์ pET-26b(+) (Novagen, USA) 
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3. เวกเตอร์ pET-21c(+) (Novagen, USA) 
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4. ลําดบันิวคลีโอไทด์ของ cDNA ของยีนแลกเคสจากรีคอมบแินนท์พลาสมิด pTTLC 
 

         lacC-F1 primer 
TAGTGATTGTCCCTTCGTTCTCGCAAAACATGGTTCTCCTCTTTGCTGGCTTCGTTT
GCCTTTCCGTCATTTCCAGCACCTATGCTGCCATAGGCCCTGCTGCGAACTTGTTCA
TCGCAAACAAATTCATCCACCCCGATGGGTTCAATCGATCGGCTGTTCTTGCGGGAG
CCACCACCGATTCTGTGTCATTCCCGGGACCTGTCATCACCGGGAAGAAGGGGGATA
CGTTCCGCATGAACGTCATCGACGCCTTGACCGACACGACCATGCTGGTCAGCACGT
CCATCCACTGGCACGGTTTCTTCCAACACGGGACCAACTGGGCTGACGGCCCTGTAG
GAGTGAACCAATGTCCTCTCGCCCCTGGACATGCCTTCCTCTACGAATTCTCCACTC
CGGACCAAGCTGGAACCTTCTGGTACCACTCTCATTATTCAACTCAATACTGTGATG
GCCTCAGAGGAGCACTCGTGGTCTACGACGACAATGACCCGCACGCGCACTTATACG
ACTTCGACGACGAGAGCACCATTATCACTCTGGCGGACTGGTACCATACGGTTGCTC
CGTCTGCTGGGTTGGTACCTGGGTCGGATGCGACTTTGATCAACGGCGTCGGCCGCT
TTGCTGGCGGACCTGCCGTCGACCTGGCGGTTATCAACGTGTTGCCCAACAAGAGGT
ACCGGTTCCGCTTGATTTCCGTCTCTTGCGACCCCAATTTCATTTTCTCTATCGATG 

                            Lac-R1 primer 
GGCACAACATGACGATCATCGAGGTCGACTCCGTCAACGTCGAACCCCTCACCGTCG
ATTCCATTCAGATCTTCGCCGCCCAGCGGTACTCCTTCGTGCTGAACGCCAACCAGC
CGATCGATAACTACTGGATTCGCGCCCTCCCCAACGGCAACGCCACCGGCTTCGACG
GTGGCGTTAACTCTGCCATATTAAGGTACAGTGGCGCACCCGTCGCCGAGCCAAGCA
CGACTGCCGCTTCGAGTAACCCGATGCTCGAGACCAATCTGCATCCGCTCGAGAACC
CCGGAGCGCCGGGCATCCCTGCCCCCGGTGCCGCCGACGTCAATCTCAATCTCCAGA
TCGTGTTCAATCTGACGTCGTTGCTGTTCACGGTCAACAACGCCACGTTCATCCCGC
CTTCGGTCCCGGTCCTGCTTCAGATCATGAGCGGTTCGTTGACAGCACAGGAGCTGC
TGCCCCCTGGGTCGGTCTATGTCCTGCCGCCCAATAAAGTTATCGAGATCTCCTTGC
CTGGTGGTGCCATAGGAAGCCCGCACCCCATCCACCTTCACGGACATAACTTTGATG
TCATCCGGAGTGCTGGGAGTTCTGTATACAATTTCGCCAATCCCGTCCGCAGGGATG
TCGTGAGCATCGGAGCTGCGGGCGACAATGTCACCTTCCGATTCACGACCAACAATG
CTGGTCCGTGGATAATGCATTGCCACATCGATTGGCATCTGAATCTCGGTCTTGCTG
TCGTCTTCGCCGAAGATGTTCCAGAGGTTACGACCTTCTCTCCTCCAGCCGATTGGG
AGCAAATTTGTCCGGACTTCGACAAGCTTCCGCCACAAGTCTTCAACAACTGA 

                                                                                                     lacC-R5 primer 
 

หมายเหต ุ ลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีนแลกเคสตั /งแต ่lacC-F1 primer ถึง stop codon มีขนาด 
1,584 bp  ทิศทางจากบนลงลา่งแสดงจาก  5’        3’ 
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5. ลําดบันิวคลีโอไทด์ของ cDNA ของยีนแลกเคสจากรีคอมบแินนท์พลาสมิด pETNS_1 
 

pelB coding sequence 
ATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCG 
             

         NcoI 
GCGATGGCCATGGGCCCTGCTGCGAACTTGTTCATCGCAAACAAATTCATCCACCCC
GATGGGTTCAATCGATCGGCTGTTCTTGCGGGAGCCACCACCGATTCTGTGTCATTC
CCGGGACCTGTCATCACCGGGAAGAAGGGGGATACGTTCCGCATGAACGTCATCGAC
GCCTTGACCGACACGACCATGCTGGTCAGCACGTCCATCCACTGGCACGGTTTCTTC
CAACACGGGACCAACTGGGCTGACGGCCCTGTAGGAGTGAACCAATGTCCTCTCGCC
CCTGGACATGCCTTCCTCTACGAATTCTCCACTCCGGACCAAGCTGGAACCTTCTGG
TACCACTCTCATTATTCAACTCAATACTGTGATGGCCTCAGAGGAGCACTCGTGGTC
TACGACGACAATGACCCGCACGCGCACTTATACGACTTCGACGACGAGAGCACCATT
ATCACTCTGGCGGACTGGTACCATACGGTTGCTCCGTCTGCTGGGTTGGTACCTGGG
TCGGATGCGACTTTGATCAACGGCGTCGGCCGCTTTGCTGGCGGACCTGCCGTCGAC
CTGGCGGTTATCAACGTGTTGCCCAACAAGAGGTACCGGTTCCGCTTGATTTCCGTC
TCTTGCGACCCCAATTTCATTTTCTCTATCGATGGGCACAACATGACGATCATCGAG
GTCGACTCCGTCAACGTCGAACCCCTCACCGTCGATTCCATTCAGATCTTCGCCGCC
CAGCGGTACTCCTTCGTGCTGAACGCCAACCAGCCGATCGATAACTACTGGATTCGC
GCCCTCCCCAACGGCAACGCCACCGGCTTCGACGGTGGCGTTAACTCTGCCATATTA
AGGTACAGTGGCGCACCCGTCGCCGAGCCAAGCACGACTGCCGCTTCGAGTAACCCG
ATGCTCGAGACCAATCTGCATCCGCTCGAGAACCCCGGAGCGCCGGGCATCCCTGCC
CCCGGTGCCGCCGACGTCAATCTCAATCTCCAGATCGTGTTCAATCTGACGTCGTTG
CTGTTCACGGTCAACAACGCCACGTTCATCCCGCCTTCGGTCCCGGTCCTGCTTCAG
ATCATGAGCGGTTCGTTGACAGCACAGGAGCTGCTGCCCCCTGGGTCGGTCTATGTC
CTGCCGCCCAATAAAGTTATCGAGATCTCCTTGCCTGGTGGTGCCATAGGAAGCCCG
CACCCCATCCACCTTCACGGACATAACTTTGATGTCATCCGGAGTGCTGGGAGTTCT
GTATACAATTTCGCCAATCCCGTCCGCAGGGATGTCGTGAGCATCGGAGCTGCGGGC
GACAATGTCACCTTCCGATTCACGACCAACAATGCTGGTCCGTGGATAATGCATTGC
CACATCGATTGGCATCTGAATCTCGGTCTTGCTGTCGTCTTCGCCGAAGATGTTCCA
GAGGTTACGACCTTCTCTCCTCCAGCCGATTGGGAGCAAATTTGTCCGGACTTCGAC 
 

                           BamHI 
AAGCTTCCGCCACAAGTCTTCAACAAGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTT
GCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA                             
                    His Tag 

 
หมายเหตุ  ตวัหนาคือ ลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีนแลกเคส  ทิศทางจากบนลงล่างแสดงจาก           
5’        3’ 
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6. ลําดบันิวคลีโอไทด์ของ cDNA ของยีนแลกเคสจากรีคอมบแินนท์พลาสมิด pETSS_7 
                                

  pelB coding sequence 
ATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCG 
 

                    NcoI 
GCGATGGCC ATG GTT CTC CTC TTT GCT GGC TTC GTT TGC CTT TCC  
 
GTC ATT TCC AGC ACC TAT GCT GCC  
 
ATAGGCCCTGCTGCGAACTTGTTCATCGCAAACAAATTCATCCACCCCGATGGGTTC
AATCGATCGGCTGTTCTTGCGGGAGCCACCACCGATTCTGTGTCATTCCCGGGACCT
GTCATCACCGGGAAGAAGGGGGATACGTTCCGCATGAACGTCATCGACGCCTTGACC
GACACGACCATGCTGGTCAGCACGTCCATCCACTGGCACGGTTTCTTCCAACACGGG
ACCAACTGGGCTGACGGCCCTGTAGGAGTGAACCAATGTCCTCTCGCCCCTGGACAT
GCCTTCCTCTACGAATTCTCCACTCCGGACCAAGCTGGAACCTTCTGGTACCACTCT
CATTATTCAACTCAATACTGTGATGGCCTCAGAGGAGCACTCGTGGTCTACGACGAC
AATGACCCGCACGCGCACTTATACGACTTCGACGACGAGAGCACCATTATCACTCTG
GCGGACTGGTACCATACGGTTGCTCCGTCTGCTGGGTTGGTACCTGGGTCGGATGCG
ACTTTGATCAACGGCGTCGGCCGCTTTGCTGGCGGACCTGCCGTCGACCTGGCGGTT
ATCAACGTGTTGCCCAACAAGAGGTACCGGTTCCGCTTGATTTCCGTCTCTTGCGAC
CCCAATTTCATTTTCTCTATCGATGGGCACAACATGACGATCATCGAGGTCGACTCC
GTCAACGTCGAACCCCTCACCGTCGATTCCATTCAGATCTTCGCCGCCCAGCGGTAC
TCCTTCGTGCTGAACGCCAACCAGCCGATCGATAACTACTGGATTCGCGCCCTCCCC
AACGGCAACGCCACCGGCTTCGACGGTGGCGTTAACTCTGCCATATTAAGGTACAGT
GGCGCACCCGTCGCCGAGCCAAGCACGACTGCCGCTTCGAGTAACCCGATGCTCGAG
ACCAATCTGCATCCGCTCGAGAACCCCGGAGCGCCGGGCATCCCTGCCCCCGGTGCC
GCCGACGTCAATCTCAATCTCCAGATCGTGTTCAATCTGACGTCGTTGCTGTTCACG
GTCAACAACGCCACGTTCATCCCGCCTTCGGTCCCGGTCCTGCTTCAGATCATGAGC
GGTTCGTTGACAGCACAGGAGCTGCTGCCCCCTGGGTCGGTCTATGTCCTGCCGCCC
AATAAAGTTATCGAGATCTCCTTGCCTGGTGGTGCCATAGGAAGCCCGCACCCCATC
CACCTTCACGGACATAACTTTGATGTCATCCGGAGTGCTGGGAGTTCTGTATACAAT
TTCGCCAATCCCGTCCGCAGGGATGTCGTGAGCATCGGAGCTGCGGGCGACAATGTC
ACCTTCCGATTCACGACCAACAATGCTGGTCCGTGGATAATGCATTGCCACATCGAT
TGGCATCTGAATCTCGGTCTTGCTGTCGTCTTCGCCGAAGATGTTCCAGAGGTTACG
ACCTTCTCTCCTCCAGCCGATTGGGAGCAAATTTGTCCGGACTTC 
 

                                                             BamHI 
GACAAGCTTCCGCCACAAGTCTTCAACAAGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAG
CTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA                             

                               His Tag 
 
 

หมายเหต ุ ตวัเอียงหนาคือ signal sequence ของรา Agrocybe sp. CU43  ลูกศรชี /ลงคือ 
ตําแหนง่ cleavage site  ตวัหนาคือ ลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีนแลกเคส 
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7. ลําดบัเพปไทด์ของแลกเคสจากรีคอมบแินนท์พลาสมิด pETNS_1  
 
ATG AAA TAC CTG CTG CCG ACC GCT GCT GCT GGT CTG CTG CTC  
 M   K   Y   L   L   P   T   A   A   A   G   L   L   L 
 
CTC GCT GCC CAG CCG GCG ATG GCC ATG GGC CCT GCT GCG AAC 
 L   A   A   Q   P   A   M   A   M   G   P   A   A   N    
 
TTG TTC ATC GCA AAC AAA TTC ATC CAC CCC GAT GGG TTC AAT 
 L   F   I   A   N   K   F   I   H   P   D   G   F   N    
 
CGA TCG GCT GTT CTT GCG GGA GCC ACC ACC GAT TCT GTG TCA 
 R   S   A   V   L   A   G   A   T   T   D   S   V   S    
 

TTC CCG GGA CCT GTC ATC ACC GGG AAG AAG GGG GAT ACG TTC 
 F   P   G   P   V   I   T   G   K   K   G   D   T   F    
 
CGC ATG AAC GTC ATC GAC GCC TTG ACC GAC ACG ACC ATG CTG  
 R   M   N   V   I   D   A   L   T   D   T   T   M   L  
 
GTC AGC ACG TCC ATC CAC TGG CAC GGT TTC TTC CAA CAC GGG 
 V   S   T   S   I   H   W   H   G   F   F   Q   H   G    
 
ACC AAC TGG GCT GAC GGC CCT GTA GGA GTG AAC CAA TGT CCT 
 T   N   W   A   D   G   P   V   G   V   N   Q   C   P    
 
CTC GCC CCT GGA CAT GCC TTC CTC TAC GAA TTC TCC ACT CCG 
 L   A   P   G   H   A   F   L   Y   E   F   S   T   P    
 
GAC CAA GCT GGA ACC TTC TGG TAC CAC TCT CAT TAT TCA ACT 
 D   Q   A   G   T   F   W   Y   H   S   H   Y   S   T    
 
CAA TAC TGT GAT GGC CTC AGA GGA GCA CTC GTG GTC TAC GAC 
 Q   Y   C   D   G   L   R   G   A   L   V   V   Y   D    
 
GAC AAT GAC CCG CAC GCG CAC TTA TAC GAC TTC GAC GAC GAG 
 D   N   D   P   H   A   H   L   Y   D   F   D   D   E 
 
AGC ACC ATT ATC ACT CTG GCG GAC TGG TAC CAT ACG GTT GCT 
 S   T   I   I   T   L   A   D   W   Y   H   T   V   A    
 
CCG TCT GCT GGG TTG GTA CCT GGG TCG GAT GCG ACT TTG ATC 
 P   S   A   G   L   V   P   G   S   D   A   T   L   I    
 
AAC GGC GTC GGC CGC TTT GCT GGC GGA CCT GCC GTC GAC CTG 
 N   G   V   G   R   F   A   G   G   P   A   V   D   L    
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GCG GTT ATC AAC GTG TTG CCC AAC AAG AGG TAC CGG TTC CGC 
 A   V   I   N   V   L   P   N   K   R   Y   R   F   R    
 
TTG ATT TCC GTC TCT TGC GAC CCC AAT TTC ATT TTC TCT ATC 
 L   I   S   V   S   C   D   P   N   F   I   F   S   I    
 
GAT GGG CAC AAC ATG ACG ATC ATC GAG GTC GAC TCC GTC AAC 

 D   G   H   N   M   T   I   I   E   V   D   S   V   N 
 
GTC GAA CCC CTC ACC GTC GAT TCC ATT CAG ATC TTC GCC GCC 
 V   E   P   L   T   V   D   S   I   Q   I   F   A   A    
 
CAG CGG TAC TCC TTC GTG CTG AAC GCC AAC CAG CCG ATC GAT 
 Q   R   Y   S   F   V   L   N   A   N   Q   P   I   D    
 
AAC TAC TGG ATT CGC GCC CTC CCC AAC GGC AAC GCC ACC GGC 
 N   Y   W   I   R   A   L   P   N   G   N   A   T   G    
 
TTC GAC GGT GGC GTT AAC TCT GCC ATA TTA AGG TAC AGT GGC 
 F   D   G   G   V   N   S   A   I   L   R   Y   S   G    
 
GCA CCC GTC GCC GAG CCA AGC ACG ACT GCC GCT TCG AGT AAC 
 A   P   V   A   E   P   S   T   T   A   A   S   S   N    
 
CCG ATG CTC GAG ACC AAT CTG CAT CCG CTC GAG AAC CCC GGA  
 P   M   L   E   T   N   L   H   P   L   E   N   P   G  
 
GCG CCG GGC ATC CCT GCC CCC GGT GCC GCC GAC GTC AAT CTC 
 A   P   G   I   P   A   P   G   A   A   D   V   N   L    
 
AAT CTC CAG ATC GTG TTC AAT CTG ACG TCG TTG CTG TTC ACG 
 N   L   Q   I   V   F   N   L   T   S   L   L   F   T    
 
GTC AAC AAC GCC ACG TTC ATC CCG CCT TCG GTC CCG GTC CTG 
 V   N   N   A   T   F   I   P   P   S   V   P   V   L    
 
CTT CAG ATC ATG AGC GGT TCG TTG ACA GCA CAG GAG CTG CTG 
 L   Q   I   M   S   G   S   L   T   A   Q   E   L   L    
 
CCC CCT GGG TCG GTC TAT GTC CTG CCG CCC AAT AAA GTT ATC 
 P   P   G   S   V   Y   V   L   P   P   N   K   V   I    
 
GAG ATC TCC TTG CCT GGT GGT GCC ATA GGA AGC CCG CAC CCC  
 E   I   S   L   P   G   G   A   I   G   S   P   H   P 
 
ATC CAC CTT CAC GGA CAT AAC TTT GAT GTC ATC CGG AGT GCT 
 I   H   L   H   G   H   N   F   D   V   I   R   S   A 
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GGG AGT TCT GTA TAC AAT TTC GCC AAT CCC GTC CGC AGG GAT 
 G   S   S   V   Y   N   F   A   N   P   V   R   R   D   
 
GTC GTG AGC ATC GGA GCT GCG GGC GAC AAT GTC ACC TTC CGA 
 V   V   S   I   G   A   A   G   D   N   V   T   F   R    
 
TTC ACG ACC AAC AAT GCT GGT CCG TGG ATA ATG CAT TGC CAC 
 F   T   T   N   N   A   G   P   W   I   M   H   C   H    
 
ATC GAT TGG CAT CTG AAT CTC GGT CTT GCT GTC GTC TTC GCC 
 I   D   W   H   L   N   L   G   L   A   V   V   F   A    
 
GAA GAT GTT CCA GAG GTT ACG ACC TTC TCT CCT CCA GCC GAT  
 E   D   V   P   E   V   T   T   F   S   P   P   A   D  
 
TGG GAG CAA ATT TGT CCG GAC TTC GAC AAG CTT CCG CCA CAA 
 W   E   Q   I   C   P   D   F   D   K   L   P   P   Q    
  
GTC TTC AAC AAG GAT CCG AAT TCG AGC TCC GTC GAC AAG CTT 
 V   F   N   K   D   P   N   S   S   S   V   D   K   L    
 
GCG GCC GCA CTC GAG CAC CAC CAC CAC CAC CAC TGA 
 A   A   A   L   E   H   H   H   H   H   H  Stop 
 
 

หมายเหต ุตวัหนาคือบริเวณไกลโคซิเลชั�นที�ได้จากการทํานาย 
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8. กราฟมาตรฐาน BSA 
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ประวัตผ้ิเขียนวิทยานิพนธ์ู  
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