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บทคัดย่อ 

 คาร์บอนิกแอนไฮเดรส (CA) เป็นเอนไซม์ท่ีท าหน้าท่ีเร่งปฎิกิริยาแบบผันกลับของคาร์บอนไดออกไซด์ 

(CO2) กับน้ า (H2O) ให้กลายเป็นไบคาร์บอเนต แอนไอออน (HCO3
-) กับโปรตอน  (H+) การแสดงออกของ

เอนไซม์ออกของเอนไซม์ CA โดยเฉพาะ human CA II (hCAII) มีความสัมพันธ์กับการก่อโรคต่างๆ ในมนุษย์ อาทิ

เช่น โรคต้อหิน เป็นต้น โดย hCAII ท าหน้าท่ีในการผลิต HCO3
- ซึ่งเป็นสารต้ังต้นของน้ าหล่อเล้ียง ลูกตา 

(aqueous humor) ในผู้ป่วยโรคต้อหินการระบายน้ าหล่อเล้ียงตามีความบกพร่องท าให้ความดันภายในลูกตามี

ระดับท่ีสูงขึ้นและอาจน าไปสู่การสูญเสียการมองเห็น ดังนั้นการลดการผลิตน้ าหล่อเล้ียงลูกตาจึงเป็นจุดมุ่งหมาย

ของการรักษาโรค อย่างไรก็ตามในการค้นหายารักษาโรคต้อหินจ าเป็นท่ีจะต้องมีระบบท่ีมีประสิทธิภาพในการ

ค้นหา โครงงานนี้เป็นส่วนหนึ่งในโครงการวิจัยพัฒนาระบบคัดกรองฐานยีสต์ส าหรับการค้นหาสารออกฤทธิ์ยับยั้ง

กิจกรรมของเอนไซม์ hCAII หรือไม่ โดยมีจุดประสงค์เพื่อท่ีจะศึกษาว่าการติดอิพิโทป His ท่ีต าแหน่งปลายด้าน N- 

ส่งผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ hCAII ช้ินส่วนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 800 คู่เบส ถูกเพิ่มจ านวนขึ้นโดยปฎิกิริยา

ลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยคู่ไพรเมอร์จ าเพาะ โดยมีพลาสมิด pRS414 (GAL1.4_hCAII) เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ จากนั้น

ช้ินส่วนดีเอ็นเอถูกไลเกช่ันกับพลาสมิดท่ีใช้แสดงออกในยีสต์ (Yeast expression plasmid) เพื่อให้ได้รับพลาสมิด 

N-His-hCAII ท่ีแสดงออกภายใต้การควบคุมของ GAL1 โปรโมเตอร์ ซึ่งเป็นโปรโมเตอร์ชนิดท่ีถูกชักน าให้มีการ

แสดงออกได้ พลาสมิดท่ีได้ถูกน าไปทรานสฟอร์มเข้าสู่เซลล์ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae สายพันธุ์ที่ขาดยีน 

NCE103 (∆nce103) หรือยีนท่ีประมวลรหัสเอนไซม์คาร์บอนิกแอนไฮเดรสในยีสต์ ผลการทดลองพบว่า hCAII ท่ี

ถูกติดด้วยอิพิโทป His ท่ีปลายด้าน N- สามารถท าหน้าท่ีทดแทนหน้าท่ีของ Nce103 ในยีสต์สายพันธุ์ AS01 

(∆nce103) ได้ ซึ่งสายพันธุ์ยีสต์ท่ีถูกสร้างขึ้นใหม่นี้อาจถูกใช้เพื่อค้นหายารักษาโรคต้อหินได้ต่อไป นอกจากนี้ยัง

สามารถท าเอนไซม์ hCAII ให้บริสุทธิ์ได้ง่าย เพื่อใช้ในการทดสอบการยับย้ังกิจกรรมของ hCAII ใน in vitro ได้ 
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Abstract 

 Carbonic anhydrase (CAs) play an important role on reversible CO2 hydration to HCO3
- 

and H+. The expression of CAs especially human CA II (hCAII) was found to associate with many 

human diseases including Glaucoma. The hCAII produces HCO3
- which is the major component 

of aqueous humor. In glaucoma, aqueous humor can’t be drained out efficiently leading to the 

increase in intraocular pressure and resulting in visual loss. Therefore, the goal for glaucoma 

treatment is to reduce the aqueous humor production. However, the effective system for 

searching glaucoma drugs is important. This project, was in part of development of yeast-base 

assay for hCAII inhibitor screening system, aimed to see whether the addition of His-epitope 

tagging using at N-terminus of hCAII affect its activity or not. The hCAII DNA fragment was amplified 

by PCR a specific primer pair and pRS414 ( GAL1.4_hCAII)  as template. Then, the DNA fragment 

was cloned into a yeast expression plasmid to obtain a plasmid containing N-His-hCAII under a 

strong inducible GAL1 promoter. The obtained plasmid was transformed into a Saccharomyces 

cerevisiae strain lacking of NCE103, a gene encodes carbonic anhydrase- like enzyme (∆nce103) . 

It was found that hCAII fused with His epitope tag at its N-terminus could functionally complement 

the Nce103 function in the ∆nce103 mutant yeast. Thus, epitope tagging at the N-terminus of 

hCAII does not affect its carbonic anhydrase activity.  Furthermore, the N-terminus His-epitope tag 

should facilitate purification step of hCAII from the yeast stain overexpressed N-His-hCAII. 
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บทท่ี 1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

Carbonic anhydrase (CAs) เป็นเอนไซม์ท่ีท าหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยา CO2 hydration แบบผันกลับได้ของ 

คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) กับน้ า (H2O) ให้กลายเป็นไบคาร์บอเนต แอนไอออน (HCO3
-) กับโปรตอน  (H+) ดัง

สมการ CO2+ H2O⇄ HCO3
-+ H+ ซึ่ง CAs เป็นเอนไซม์ท่ีมีความส าคัญกับกระบวนการทางสรีรวิทยา ต่างๆ 

(McKenna และ Supuran, 2014) ท่ีสามารถพบได้ในส่ิงมีชีวิตทุกอาณาจักร (Bacteria, Archaea และ Eukarya) 

โดยมีบทบาทท่ีส าคัญ ได้แก่ การควบคุมความเป็นกรด-ด่าง ปฏิกิริยาคาร์บอกซิลเลช่ัน และสมดุลของเหลวเป็นต้น  

พบว่า CAs มีการแสดงออกอยู่ในเนื้อเยื่อหรือเซลล์ของส่ิงมีชีวิต ส่วนมากพบในสัตว์มีกระดูกสันหลัง โปรโตซัว 

สาหร่าย พืช และแบคทีเรียบางชนิด (Arabaci และคณะ, 2014)  โดยการเร่งปฏิกิริยาแบบผันกลับของ CAs 

จ าเป็นต้องมี co-factor หรือไอออนของโลหะ  (metalloenzyme) เข้าไปจับบริเวณ active site ของ CAs 

เนื่องจากเป็นบริเวณท่ีมีสมบัติเป็นนิวคลีโอไฟล์กับไอออนของโลหะจ าพวกไฮดรอกไซด์ (nucleophilic metal 

hydroxide species) เช่น ซิงค์(II) ไฮดรอกไซด์ (Zn(OH)2หรือZn2+) แคดเมียม (II) ไฮดรอกไซด์ (Cd(OH)2หรือ

Cd2+) หรือไอรอน (II) ไฮดรอกไซด์ (Fe(OH)2หรือ Fe2+) ขึ้นกับชนิดของเอนไซม์ CAs (Scozzafava และ 

Supuran, 2014) (ภาพท่ี 1.1) 

 

ภาพท่ี 1.1 โครงสร้างของ Carbonic anhydrase และส่วนของ Active site  

ท่ีมา: Aggarwal และคณะ (2013) 
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ปัจจุบันมีการจัดจ าแนก CAs ออกเป็น 7 genetic family ได้แก่ α-CA, β-CA, γ-CA, δ-CA, ζ-CA, θ-CA 

และ η-CA (De Simone และคณะ, 2015) ซึ่งชนิด α-CA (McKenna และ Supuran, 2014) สามารถพบได้ใน

กลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลัง สาหร่าย โปรโตซัว ไซโตพลาสซึมของพืชท่ีมีสีเขียว และแบคทีเรียบางชนิดส าหรับชนิด 

β-CA พบได้ในกลุ่มแบคทีเรีย สาหร่ายและคลอโรพลาสต์ของพืชท่ีมีใบเล้ียงเด่ียวและคู่ และยังสามารถพบได้ในฟัง

ไจรวมถึงอาร์เคียบางชนิด ชนิด γ-CA (Şentürk และคณะ, 2011) พบได้ในกลุ่มอาร์เคียและแบคทีเรียบางชนิด δ-

CA, ζ-CA และ θ-CA พบได้ในไดอะตอมทะเล (Kikutani และคณะ, 2016) η-CA พบได้ในกลุ่มโปรโตซัว (Del P.

และคณะ, 2014) (ตารางท่ี 1.1) 

ตารางท่ี 1.1 แสดงการจัดกลุ่มของ Carbonic anhydrase ในส่ิงมีชีวิต 

 ท่ีมา: Del และคณะ (2014) 



3 
 

ในกลุ่มของ α-CA พบได้ในกลุ่มสัตว์ที่มีกระดูกสันหลังรวมไปถึงในมนุษย์ CAs (human CAs) ซึ่งสามารถ

ถูกแบ่งออกได้เป็นท้ังหมด 16 ไอโซไซม์ (Isozymes)  (Alterio และคณะ, 2012) ตามความแตกต่างของบริเวณท่ี

พบท่ี (Subcellular localization) เช่น cytosol ,membrane และสารคัดหล่ังต่างๆ (Boron, 2005) และ

ความสามารถในการเร่งปฏิกิริยาไฮเดรช่ันของคาร์บอนไดออกไซด์  (CO2 hydration) รวมถึงมีความจ าเพาะใน

การจับกับสารในกลุ่มซัลโฟนาไมด์ (Affinity for sulfonamides) ได้แตกต่างกัน (Taslimi และคณะ, 2016) 

(ตารางท่ี 1.2)  โดย hCA II เป็นเอนไซม์ท่ีถูกศึกษาอย่างแพร่หลาย พบว่า hCA II มีการแสดงออกท่ีหลากหลาย

บริเวณ กล่าวคือมีการแสดงออกได้ใน cytosol ของทุกเนื้อเยื่ออวัยวะและมีความสามารถในการเกิดปฏิกิริยา CO2 

hydrationท่ีสูง นอกจากนี้ยังพบว่าสารยั้งยั้งกลุ่มซัลโฟนาไมด์มีฤทธิ์ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II ได้อย่างมี

ความจ าเพาะสูง (Scozzafava A. และ Supuran, 2007) ในงานวิจัยก่อนหน้านี้แสดงให้เห็นว่าการแสดงออกของ 

CAs มี คว าม เกี่ ย ว ข้ อ ง กั บ โ รคหลายชนิ ด ไ ด้ แก่  edema, glaucoma, obesity, cancer, epilepsy และ

osteoporosis  (Şentürk และคณะ, 2011) 

 ตารางท่ี 1.2 แสดงไอโซไซม์ของ Human Carbonic Anhydrase (hCAs) 

ท่ีมา: Alterio และคณะ (2012) 

โรคต้อหิน (Glaucoma) เป็นสาเหตุหนึ่งของอาการตาบอดท่ีเกิดขึ้นกับประชากรจ านวนมาก สามารถเกิด

ได้กับคนทุกช่วงอายุและพบมากในกลุ่มของผู้สูงอายุ ซึ่งเกิดจากความเสียหายของเส้นประสาทตาท าให้สูญเสียการ

มองเห็นเนื่องจากความดันตาท่ีเพิ่มสูงขึ้น (Increase in ocular pressure หรือIOP) ซึ่งภายในดวงตามีการผลิต

ของเหลวท่ีเรียกว่าน้ าเล้ียงลูกตา (Aqueous humor) ท่ีถูกหล่ังออกมาโดยซีเลียรีบอด้ี  (Ciliary body) ไปสู่

ช่องว่างระหว่างกระจกตาและม่านตา หรือช่องว่างหน้าลูกตา (Anterior Chamber) ซึ่งจะมีการระบายออกของน้ า
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หล่อเล้ียงลูกตา ผ่านเนื้อเยื่อท่ีมีลักษณะคล้ายตะแกรงเป็นตัวกรองเรียกว่า trabecular meshwork น้ าหล่อเล้ียง

ลูกตาจะถูกดูดซึมเข้าสู่เส้นเลือดด าผ่านท่อ schlemm’s canal Doreen (Schmidl และคณะ, 2015) โดยพบว่า

ในคนสุขภาพดีมักมีอัตราการผลิตและระบายออกของน้ าหล่อเล้ียงลูกตาในอัตราคงท่ี แต่ในกรณีของผู้ป่วยท่ีเป็น

โรคต้อหินมักพบว่ามีการไหลเวียนของน้ าหล่อเล้ียงลูกตาท่ีผิดปกติเนื่องจากการอุดตันของ  trabecular 

meshwork ส่งผลให้ความดันภายในดวงตาสูงขึ้นและเกิดการกดทับเส้นประสาทดวงตาและในท่ีสุดอาจน าไปสู่การ

สูญเสียการมองเห็น (Supuran, 2008) การเกิดโรคต้อหินมีความสัมพันธ์กับกิจกรรมของเอนไซม์ hCA II อัน

เนื่องมาจากการสร้างน้ าหล่อเล้ียงลูกตา โดยเอนไซม์ hCA II ท าหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยา CO2 hydration ให้กลายเป็น 

HCO3
- ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักท่ีส าคัญในการสังเคราะห์น้ าหล่อเล้ียงลูกตา ดังนั้นการรักษาโรคต้อหินจึงมุ้งเน้นท่ี

จะท าการยับยั้งแอคทิวิตี้ hCAII บริเวณ ciliary body เพื่อลดระดับความดันภายในลูกตา ท าให้เส้นประสาทตาไม่

ถูกท าลายไปมากกว่าเดิม (Scozzafava และ Supuran, 2014) ปัจจุบันพบว่ายาท่ีใช้รักษาโรคต้อหินเป็นสารใน

กลุ่มซัลโฟนาไมด์ ซึ่งมีผลข้างเคียงกับผู้ป่วยค่อนข้างสูงเนื่องจากความไม่จ าเพาะเจาะจงของยาในการยับยั้งเอนไซม์ 

CA ไอโซไซม์อื่นๆ และในผู้ป่วยบางรายมีอาการแพ้ยาในกลุ่มซัลฟาอีกด้วย (Epstein และ Grant, 1977) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1.2 โครงสร้างภายในลูกตาและการเกิดโรคต้อหิน 

ท่ีมา: Schmidl และคณะ (2015) 

จากผลข้างเคียงในผู้ป่วยท่ีใช้ยาในกลุ่มซัลโฟนาไมด์ ท าให้มีความพยายามค้นหาสารออกฤทธิ์ยับยั้งการ

ท างานของเอนไซม์CA ชนิดใหม่ท่ีมีความปลอดภัยต่อผู้ป่วยท่ีแพ้หรือมีการแสดงอาการข้างเคียงของยากลุ่มซัลโฟ

นาไมด์ ในงานวิจัยก่อนหน้านี้ได้มีการปรับปรุงโครงสร้างสารทดสอบรวมถึงการค้นหาสารออกฤทธิ์จากธรรมชาติ 
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ในการยับยั้งแอคทิวิตี้ของเอนไซม์ hCAII ในหลอดทดลอง (in vitro assay) อย่างไรก็ตามการค้นหาสารทดสอบใน 

in vitro มีข้อเสียหลายประการ อาทิเช่น ไม่สามารถรับรู้ความสามารถของสารทดสอบ (ความสามารถในการ

ละลาย ความสามารถในการซึมผ่านเซลล์ ความเป็นพิษต่อเวลล์ เป็นต้น) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเป็นส่วนหนึ่งท่ี

สนับสนุนโครงการวิจัยเพื่อการค้นหาสารทดสอบใน in vivo assay (Scozzafava and Supuran, 2014)  

โดยยีสต์ Saccharomyces cerevisiae เป็นส่ิงมีชีวิตเซลล์เดียวและเป็นยูคาริโอต ท่ีถูกน ามาใช้เป็น

ส่ิงมีชีวิตต้นแบบในการศึกษาทางวิทยาศาสตร์ หรือโมเดลต้นแบบในการหาองค์ความรู้ทางกระบวนการทาง

ชีวภาพท่ีส าคัญๆของมนุษย์ เนื่องจากยีสต์มีวงจรชีวิตท่ีเป็น haploid ท่ีเมื่อเกิดกลายพันธุ์สามารถแสดงออก

ลักษณะทางฟีโนไทป์ออกมาได้โดยตรง นอกจากนี้ยีสต์ยังเล้ียงง่ายและมีการเพิ่มจ านวนท่ีรวดเร็ว มีการแบ่งตัวเพิ่ม

จ านวนประมาน 90 นาทีต่อหนึ่งรุ่น และนอกจากนี้ยังเป็นส่ิงมีชีวิตท่ีทราบท้ังจีโนม จึงท าให้มีประสิทธิภาพในการ

ในการดัดแปลงพันธุกรรมได้ง่าย และมีความสามารถในการแสดงออกของโปรตีน จีโนมท่ีมีส่วนท่ีอนุรักษ์หรือมี

ความใกล้เคียงกับมนุษย์ท่ีสูง จึงถูกน ามาใช้ในการผลิตสารท่ีมีมูลค่าสูงหรือวัคซีนท่ีมีการใช้งานกับมนุษย์ (Gomes 

และคณะ, 2018 ) ในปี 1999, Gotz และคณะ แสดงให้เห็นว่ายีสต์ S. cerevisiae ท่ีบกพร่องท่ียีนประมวลรหัส

เอนไซม์ CA (∆nce103) ไม่สามารถเจริญในภาวะท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ต่ า (0.035%) แต่เจริญได้ในภาวะท่ีมี

คาร์บอนไดออกไซด์สูง (5%) นอกจากนี้พบว่าเอนไซม์ CA จากถั่วอัลฟาฟ่าและจากมนุษย์ (hCAII) สามารถ

ทดแทนการแสดงออกของเอนไซม์ CA ของยีสต์ได้ โดยสามารถท่ีจะท าให้ยีสต์สายพันธุ์ ∆nce103 เจริญได้ใน

สภาวะท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ต่ า 

 

1.2 วัตถุประสงค์ 

 เพื่อศึกษาผลของการติดอิพิโทปท่ีปลายด้าน N- ของเอนไซม์ hCAII (N-his-hCAII) ว่ายังสามารถมีการ

ท างานของเอนไซมไ์ด้ปกติหรือไม่ ในยีสต์ท่ีขาดยีน NCE103 (∆nce103) 

โดยมีข้ันตอนในการศึกษาดังนี้ 

1. สร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท่ีมียีนประมวลรหัสเอนไซม์ hCAII ท่ีมี His อิพิโทปติดอยู่ท่ีปลายด้าน N- 

(N-his-hCAII) 

2. สร้างยีสต์ S. cerevisiae ท่ีได้รับพลาสมิดจากข้อ 1 

3. ศึกษาการท าหน้าท่ีทดแทนของเอนไซม์ hCAII (N-his-hCAII) ในพลาสมิดท่ีถูกสร้างขึ้นจากข้อ 1 ใน

ยีสต์ S. cerevisiae ท่ีขาดยีน CA (∆nce103) 
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บทท่ี 2 

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการด าเดินงานวิจัย 

2.1 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

2.1.1 วัสดุอุปกรณ์ 

  รายช่ือ         บริษัท 

ตู้อบฆ่าเช้ือชนิดความร้อนแห้ง (Hot air oven)    Memmert, Germany   

เครื่องนึ่งอบฆ่าเช้ือ (Autoclave)      Hirayama, Japan 

ตู้บ่มเช้ือควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (Incubator)   Memmert, Germany 

ตู้บ่มเช้ือควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (Incubator)   Forma Scientific, USA   

เครื่องควบคุมอุณหภูมิหลุมความร้อนแบบดิจิตอล (Heating Block)  Labnet, USA 

ตู้ชีวนิรภัย (Laminar flow)       Lab Service, Thailand 

ไมโครปิเปต (Micropipate)      Gilsor, France 

เครื่องปั่นผสม (Vortex mixer)      Scientific Industries, USA 

เครื่องหมุนเหวี่ยงชนิดต้ังโต๊ะ (Bench-top centrifuge)   Denvelle, Germany 

อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath)     Memmert, Germanny 

เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter)     Mettler Toledo, Switzerland 

ชุดเครื่องมือท าเจลอะกาโรสอิเลคโตรฟอเรซิส    Mupid ex, Japan 

 (agarose gel electrophoresis)  

เครื่องถ่ายภาพเจลอิเลคโตรฟอเรซิส (Gel documentation)   Bio Rad, USA 

เครื่องไมโครเวฟ (Microwave oven)     Samsung, Korea 

ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต่ าอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (Deep freezer)  Forma scientific, USA 
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ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต่ าอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส (Deep freezer)  SANYO Electric, Japan 

ตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส (Refrigerator)      Mitsubishi, Japan 

หลอดเก็บเซลล์แช่แข็ง (Cryotube)     Corning Incorporation, USA 

เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle)    Bio Rad, USA 

พาราฟิล์ม (Paraflim)       Paraflim M, USA 

หลอดพีซีอาร์ (PCR tube)      Corning Incorporation, USA  

หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (Microcentrifuge tube)  Quality Services plastic, USA 

เครื่องช่ังหยาบ        Mettler-Toledo, USA 

เครื่องช่ังละเอียด        Mettler-Toledo, USA 

ขวดรูปชมพู่ (Erlenmeyer flask)      Pyrex, USA 

กระบอกตวง (Cylinder)       Vitlab, Germany 

บีกเกอร์ (Beaker)       Pyrex, USA 
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2.1.2 เคมีภัณฑ์ 

รายช่ือ        บริษัท 

Glucose        Difco Laboratories, USA 

Agarose gel        Prondisa, Spain 

Lithium acetate       Carlo ERBA,France 

Sodium hydroxide (NaOH)      E Merck, Germany 

Glacial acetic acid (CH3COOH)      E Merck, Germany 

Glycerol         Carlo ERBA, France 

Phenol         Merck, Germany 

Yeast nitrogen base without amino acids    Difco Laboratories, USA 

Amino Acids or Nucleotides      Sigma, USA 

- Adenine 

- Leucine 

- Histidine 

- tryptophan        

Potassium acetate       Sigma, USA 

Magnesium sulfate        Sigma, USA 

Tris [hydroxymethyl] aminomethane (C4H11NO3)   Sigma, USA 

EDTA (C10H14N2O8Na2)     Sigma, USA    

Hydrochloric acid (HCl)      Merck, Germany 

Ribonuclease         Sigma, USA 

KOD-plus-Neo        Toyobo, Japan 
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dNTP         Fermentus, Canada 

Sodium dodesyl sulfate (SDS)      Sigma, USA 

Restriction enzymes       Fermentus, Canada 

1 kb DNA ladder       Fermentus, USA 

Chloroform        Lab-scan, Thailand 

Rapid DNA ligation kit       Fermentus, USA 

GF-1 AmbiClean kit       Vivantis, Malaysia 

GF-1 Bacterial DNA extraction kit     Vivantis, Malaysia 

Anaeropack-MicroAero      MGC, USA 
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2.2 เชื้อจุลินทรีย์ พลาสมิด และโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ 

 ตารางท่ี 2.1 สายพันธุ์จุลินทรีย์ท่ีใช้ในการทดลอง 

จุลินทรีย์ สายพันธุ์ จีโนไทป ์ ยีนคัดเลือก แหล่งท่ีมา 

Escherichia coli DH5α F-endA1 hsdR17 (r − K/m − K) supE44 

thi-1 λ-recA1 gyrA96 ∆ lacU169 

(ϕ80lacZ∆M15) 

 

Ampr 

Thermo Fisher 

Scientific, USA 

Saccharomyces 

cerevisiae 

AS01 MATa ade2-1 his3-11 leu2-3,112 trp1-1 

ura3-1 can1-100 nce103::loxP 

 

URA3 
อัญญาพร แสงแก้ว 

ภาควิชาจุลชีววิทยา        

คณะวิทยาศาสตร์   

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 

 ตารางท่ี 2.2 พลาสมิดท่ีใช้ในการทดลอง 

พลาสมิด จีโนไทป์ แหล่งท่ีมา 

pGEM T-Easy Ampr lacZ  Promega, USA 

pYES2 Ampr URA3 Invitrogen, USA 

pRS316 AmprURA3 CEN6  Yeast Genetic Resources Center, Japan 
 

ตารางท่ี 2.3 โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการทดลอง 

ไพร์เมอร ์ ล าดับนิวคลีโอไทป์ หมายเหตุ 

SacI_hCAII 5’-CGA GCT CGA TGT CCC ATC ACT GGG GG-3’ Macrogen, UK 

XhoI_hCAII 5’-CCG CTC GAG CGG TTA GAA GGA AGC TTT GAT TTG C-3’ Macrogen, UK 

3R-GAL1p (Fw) 5’-CGG GAT CCG TCT AGA TGC GGC CGC TAA CGG ATT AGA ACC 

CGC CG-3’ 

Macrogen, UK 

CYC1-ter (Rv) 5’-TTT TCC TTT TGC GGC CGC TTT TTT CCT TGC AAA TTA AAG 

CCT TCG AGC G-3’ 

Macrogen, UK 
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2.3 การสร้างพลาสมิดท่ีบรรจุยีน hCAII ใน Escherichia coli สายพันธุ์ DH5α 

2.3.1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน hCAII โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase chain 

reaction, PCR) 

ท าการเพิ่มจ านวนยีน hCAII โดยมีพลาสมิด pRS414 (GAL1.4_hCAII) เป็นดีเอ็นเอต้นแบบท่ี

ได้รับมาจากการศึกษาของ Sangkaew และคณะ (2018) ด้วยไพรเมอร์ท่ีท าการออกแบบในการทดลองนี้

คือ SacI_hCAII และ XhoI_hCAII   (ตารางท่ี 2.3) เพื่อให้ได้รับช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีบรรจุยีน hCAII ท่ีมีส่วน

ของ Restriction enzyme Sac I และ Xho I ท่ีบริเวณปลาย 5’ และ 3’ ตามล าดับ (ภาพท่ี 2.1) โดย

การท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสท่ีมีส่วนผสมของปฎิกิริยาและภาวะดังตารางท่ี 2.4 และ 2.5 
 

 

  

ภาพท่ี 2.1 แผนภาพแสดงผลิตภัณฑ์จาก PCR เมื่อใช้คู่ไพร์เมอร์จ าเพาะ SacI_hCAII และ XhoI_hCAII    

 

ตารางท่ี 2.4 แสดงสารละลายท่ีใช้เป็นส่วนผสมของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

Deionized distilled water - 32 

10X Buffer for KOD Plus 10 เท่า 5 

dNTP 2 มิลลิโมลาร์ 5 

MgSO4 25 มิลลิโมลาร์ 3 

SacI_hCAII 10 มิลลิโมลาร์ 1.5 

XhoI_hCAII 10 มิลลิโมลาร์ 1.5 

DNA template 1 และ 2 เท่า 0.5 และ 1 

KOD 1 ยูนิต/ไมโครลิตร 1 

ปริมาตรสุทธิ - 50 

 

 

3’ 
5’ 
5’ 

hCAII Sac I Xho I 
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35 cycle 

ตารางท่ี 2.5 แสดงภาวะท่ีใช้ในการเพิ่มจ านวนของดีเอ็นเอในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  

ขั้นตอน อุณหภูม ิ(องศาเซลเซียส) ระยะเวลา 

Pre-Denaturation 95  3 นาที 

Denaturation 95  30 วินาที 

Annealing/Extension 72  1 นาที 

Extension 72  10 นาที 

Storage  25  ∞ 

  

ท าการตรวจสอบผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการเพิ่มจ านวนของดีเอ็นเอในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส

ด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ซึ่งท าการเตรียมโดยหลอมเจลอะกาโรสท่ีมีความเข้มข้น 1% ใน

บัฟเฟอร์ 0.5x TAE (ภาคผนวก ก) และเทลงในแม่พิมพ์ท่ีมีหวีเสียบอยู่ โดยต้องหลอมเจลให้สมบูรณ์

รวมท้ังไม่ให้มีฟองอากาศและส่ิงแปลกปลอมเจอปนท้ังภายในหรือผิวหน้าของเจล ปล่อยให้เจลแข็งตัว

ประมาณ 30 นาทีแล้วน าเจลอะกาโรสใส่ลงในเครื่องอิเลคโทรฟอเรซิส Mupid (Advance, Japan) พร้อม

ท้ังเทบัฟเฟอร์ 0.5x TAE ให้สูงกว่าเจลอะกาโรส ท าการโหลดสารละลายดีเอ็นเอท่ีผสมกับสีติดตามท่ีมี

เข้มข้น 6 เท่า ให้สุดท้ายมีความเข้มข้น 1 เท่า และหยอดดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb DNA ladder 

(Fermentas, USA) ลงไปเพื่อท าการเปรียบเทียบ ท าการต้ังค่าให้มีความต่างศักย์ท่ี 100 โวลต์ เป็นเวลา 

45-60 นาที จากนั้นท าการย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรเป็นเวลา

ประมาณ 10 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One 

Version 4.4.1 (Bio-Rad, USA) 

 

2.3.2 การท าผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสให้บริสุทธิ์ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป 

ท าการสกัดผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสจากข้อ  2.3.1 ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ GF-1 

AmbiClean kit (Vivantis, Malaysia) โดยเริ่มจากการตัดช้ินเจลอะกาโรสท่ีมี ช้ินส่วนดีเอ็นเอขนาดท่ี

ต้องการแล้วท าการจดบันทึกน้ าหนักของเจลอะกาโรสท่ีมีดีเอ็นเอท่ีต้องการ จากนั้นท าการเติมบัฟเฟอร์ 

DB ปริมาตร 1 เท่าของน้ าหนักเจลอะกาโรสท่ีตัดออกมา น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสด้วย Heat 

Box หรือ Water Bath จนเจลอะกาโรสละลายอย่างสมบูรณ์ จากนั้นน าสารละลายท้ังหมดใส่ลงใน
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column แล้วปั่นเหวี่ยงท่ี 10,000 g เป็นเวลา 1 นาที ท าการเทส่วนใสท้ิง จากนั้นท าการเติมสารละลาย 

Wash buffer ปริมาตร 650 ไมโครลิตร แล้วปั่นเหวี่ยงท่ี 10,000 g เป็นเวลา 1 นาที ท าการเทส่วนใสท้ิง 

จากนั้นท าการปั่นให้แห้งท่ี 10,000 g เป็นเวลา 1 นาที แล้วท าการย้าย column ไปใส่ในหลอดไมโครเซน

ตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ เติมน้ าปลอดประจุท่ีปราศจากเช้ือ (Sterile DDI water) หรือ 

Elution buffer ปริมาตร 30-200 ไมโครลิตร บริเวณแผ่นกรองของ column และต้ังท้ิงไว้ 2 นาที 

จากนั้นท าการปั่นเหวี่ยง 10,000 g เป็นเวลา 1 นาที  

 

2.3.3 ท าการไลเกชั่นชิ้นส่วนดีเอ็นเอทีบ่รรจุยีน hCAII ซ่ึงเป็นผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ

เรสที่สกัดให้บริสุทธิ์เข้าสู่โคลนนิ่งเวกเตอร์  

น าช้ินส่วนดีเอ็นเอ hCAII ท่ีได้จากการท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป มาท าการไลเกช่ันเข้าสู่

โคลนนิ่งเวกเตอร์ pGEM T-Easy (Promega, USA) ( ภาพท่ี 2.2 ) ซึ่งต้องมีการเติม dATP กับช้ินส่วน

ของดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสท่ีได้มาจากการท าให้บริสุทธิ์ ซึ่งมีส่วนผสมของปฎิกิริยาดัง

ตารางท่ี 2.6 แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นจึงท าการไลเกช่ันกับ

โคลนนิ่งเวกเตอร์ท่ีมีส่วนผสมของปฎิกิริยาดังตารางท่ี 2.7 แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ข้ามคืน 

 

  ภาพท่ี 2.2 แผนภาพแสดงพลาสมิด pGEM T- Easy โคลนนิ่งเวกเตอร์ (Promega, USA) 

ท่ีมา: Promega Corporation (www.promega.com) 
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 ตารางท่ี 2.6 สารละลายท่ีใช้เป็นส่วนผสมของปฎิกิริยาในการเติม dATP ก่อนการท าไลเกช่ันกับ pGEM 

T- Easy โคลนนิ่งเวกเตอร์ 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

Deionized distilled water - 5.3 

10x Thermopol buffer 10 เท่า 1 

DNA 130 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 2.2 

dATP  2 มิลลิโมลาร์ 1 

Taq polymerase 5 ยูนิต/ไมโครลิตร 0.5 

ปริมาตรสุทธิ - 10 

 

ตารางท่ี 2.7 สารละลายท่ีใช้เป็นส่วนผสมของปฎิกิริยาไลเกช่ันเข้าสู่ pGEM T- Easy โคลนนิ่งเวกเตอร์ 

 

ส่วนประกอบ 

 

ความเข้มข้น 

ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

อัตราส่วน 

Insert:Vector 

(3:1) 

อัตราส่วน 

Insert:Vector 

(6:1) 

Deionized distilled water - 1.5 - 

2X Rapid ligation buffer 2 เท่า 5 5 

pGEM T- Easy 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 1 1 

DNA 130 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 1.5 3 

T4 DNA ligase 5 ยูนิต/ไมโครลิตร 1 1 

ปริมาตรสุทธิ - 10 10 
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2.3.4 การทรานสฟอร์เมชั่นพลาสมิด pGEM (hCAII) เข้าสู่ Escherichia coli สายพันธุ์ DH5α และ

การยืนยันผลการทรานสฟอร์เมชั่น 

การท าทรานสฟอรเ์มช่ันเพื่อน าพลาสมิดท่ีสนใจเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E. coli สายพันธุ์ DH5α ด้วย

วิธีการ Heat shock method (Froger และ Hall, 2007) โดยน าหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ท่ีบรรจุคอมพี

เทนต์เซลล์ E. coli สายพันธุ์ DH5α จากตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งต่ าอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มาแช่ใน

น้ าแข็งและน าพลาสมิดใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ปริมาตร 1-5 ไมโครลิตร พร้อมท้ังปิเปตผสมให้เข้ากัน

อย่างรวดเร็ว แล้วท าการบ่มในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ท่ีมีคอมพี

เทนต์เซลล์และพลาสมิดท าการฮีทช็อคท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที แล้วน าไปบ่มบน

น้ าแข็งเพื่อลดอุณหภูมิเป็นเวลา 2 นาที เติมอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว Luria Bertani (LB) ปริมาตร 800 

ไมโครลิตรลงหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ แล้วท าการบ่มท่ีตู้บ่มเช้ือแบบเขย่าควบคุมอุณหภูมิ 37  องศา

เซลเซียสเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นน าหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8 ,000 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 30 วินาที  ดูดอาหารเหลวออก 700 ไมโครลิตร แล้วท าการ spread plate ลงบนอาหาร

เล้ียงเช้ือชนิดแข็ง LB ท่ีมียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน ท่ีความเข้มข้นสุดท้าย 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่ม

ท่ีตู้บ่มเช้ือควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ช่ัวโมง จากนั้นท าการขีดเช้ือท่ีเจริญลงบน

อาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง LB มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน และ X-Gal ท่ีความเข้มข้นสุดท้าย 20 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร เพื่อท าการคัดเลือกโคโลนีด้วยวิธี Blue-White Selection และยืนยันผลด้วยการท า colony 

cracking  

การท า colony cracking (Barnes, 1977) เพื่อยืนยันผลเบื้องต้นของการทรานสฟอร์เมช่ันเริ่ม

จากการเข่ียโคโลนีท่ีได้จากการทรานสฟอร์เมช่ันใส่ลงใน cracking buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตรและใส่

สีติดตามปริมาตร 4 ไมโครลิตร จากนั้นท าการผสมให้เข้ากันและบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 นาที ผสมให้เข้ากันอีกครั้ง และท าการปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที 

ตรวจสอบผลโดยการวิเคราะห์ด้วยอะกาโรสอิเลคโตรฟอเรซิส 
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 2.3.5 ท าการสกัดรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pGEM (hCAII) 

ท าการสกัดและท าให้บริสุทธิ์พลาสมิด pGEM (hCAII) จาก E. coli สายพันธุ์ DH5α จากขั้นตอน

ท่ี 2.3.4 ด้วยวิธี  Alkaline lysis (Ehrt และ Schnappinger, 2003) เริ่มจากการน า E. coli ทรานส

ฟอร์แมนท์มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเหลว LB ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ท่ีมียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน บ่ม

ท่ีตู้บ่มเช้ือแบบเขย่าควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ข้ามคืน น ามาปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์

ด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสท้ิงและซับให้แห้งบนกระดาษให้เหลือแต่

ตะกอนของ  E. coli และใส่สารละลาย Lysis Solution I ปริมาตร 100 ไมโครลิตร พร้อมบ่มท่ี

อุณหภูมิห้อง 5 นาที และเติมสารละลาย Lysis Solution II ปริมาตร 200 ไมโครลิตร โดยกลับหลอดผสม

ให้เข้ากัน 5-6 ครั้ง พร้อมบ่มบนน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติมสารละลาย Lysis Solution III 

ปริมาตร 150 ไมโครลิตร กลับหลอดผสมให้เข้ากัน 5-6 ครั้ง บ่มบนน้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นท า

การปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดแยกส่วนใสออกจากตะกอนลงใน

หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ใหม่ จากนั้นท าการเติมคลอโรฟอร์ม ปริมาตร 200 ไมโครลิตร พร้อมกลับหลอด

ผสมให้เข้ากัน 5-6 ครั้ง ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ดูดส่วนใสช้ันบน

ลงสู่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ใหม่ จากนั้นท าการเติม Absolute ethanol เย็นปริมาตร 2 เท่าของส่วนใสท่ี

ดูดมาได้พร้อมพลิกหลอดไปมาผสมให้เข้ากันและบ่มท่ี –20 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 10 นาที 

ท าการปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสท้ิงและซับให้แห้งบน

กระดาษ จากนั้นเติม 70% Ethanol เย็นปริมาตร 500 ไมโครลิตร และปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 13,000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนใสท้ิงและซับให้แห้งบนกระดาษ จากนั้นท าพลาสมิดดีเอ็นเอให้แห้ง

การตั้งไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท าการละลายดีเอ็นเอลงในน้ ากล่ันปลอดประจุปลอดเช้ือ หรือ TE 

buffer ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

2.3.6 การตรวจสอบเพื่อยืนยันผลความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัด

จ าเพาะ  

น าพลาสมิด pGEM (hCAII) ท่ีสกัดให้บริสุทธิ์จากขั้นตอนท่ี 2.3.5 มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ

เพื่อตรวจสอบยืนยันความถูกต้อง พร้อมท้ังตัดพลาสมิด pYES2 (N-His 418 pfCA) ส าหรับท าการไล

เกช่ันในขั้นตอนท่ี 2.3.7 ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ คือ  Xho I และ Sac I ท่ีมีส่วนผสมของปฎิกิริยาดัง

ตารางท่ี 2.8 น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส แล้วท าการตรวจสอบช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วยการวิเคราะห์ด้วย
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เจลอิเลคโตฟอเรซิสตามขั้นตอนท่ี 2.3.1 และสกัดช้ินส่วนดีเอ็นเอออกจากเจลอิเลคโตฟอเรซิสตาม

ขั้นตอนท่ี 2.3.2 

 

ภาพท่ี 2.3 แผนภาพแสดงพลาสมิด pYES2 (N-His 418 pfCA)  

    

ตารางท่ี 2.8 สารละลายท่ีใช้เป็นส่วนผสมของการท าปฎิกิริยาของเอนไซม์ตัดจ าเพาะของ Insert และ

Vector 

 

ส่วนประกอบ 

 

ความเข้มข้น 

ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

pGEM (hCAII) pYES2 

Deionized distilled water - 33 38 

10x Cutsmart buffer 10 เท่า 5 5 

DNA - 10  5  

Xho I 10 ยูนิต/ไมโครลิตร 1 1 

Sac I 10 ยูนิต/ไมโครลิตร 1 1 

ปริมาตรสุทธิ - 50 50 
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2.3.7 สร้างพลาสมิด pYES2 (N-His-hCAII) และทรานสฟอร์เมชั่นเข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ DH5α 

ท าการไลเกช่ันโดยน าช้ินส่วนดีเอ็นเอ hCAII ขนาดประมาณ 800 คู่เบส เข้าสู่เวกเตอร์ pYES2 

(N-his) ขนาดประมาณ 6,000 คู่เบส ท่ีได้จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะและท าให้บริสุทธิ์ด้วยขั้นตอน

ท่ี 2.3.6 โดยมีส่วนผสมของปฎิกิริยาไลเกช่ันดังตารางท่ี 2.9 และบ่มท่ี 16 องศาเซลเซียสข้ามคืน  

 

ตารางท่ี 2.9 สารละลายท่ีใช้เป็นส่วนผสมของปฎิกิริยาไลเกช่ันเพื่อสร้างพลาสมิด pYES2 (N-His-hCAII) 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

Deionized distilled water - 10.6 

10X Buffer T4 ligase 10 เท่า 2 

Vector  16 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 2 

Insert  6 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 4.4 

Ligase 5 ยูนิต/ไมโครลิตร 1 

ปริมาตรสุทธิ - 20 

 

และท าการทรานสฟอร์เมช่ันพลาสมิดท่ีได้จากการไลเกช่ันเข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ DH5α น า

โคโลนีท่ีเจริญจากการทรานสฟอรเ์มช่ันมาท า colony cracking เพื่อตรวจสอบผลการทรานสฟอร์เมช่ัน

เบ้ืองต้นดังขั้นตอนท่ี 2.3.4 ซึ่งท าการขีด E. coli ทรานสฟอร์แมทท์ท่ีเจริญลงบนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง 

LB ท่ีมียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน  

 

2.3.8 ตรวจสอบเพื่อยืนยันผลความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pYES2 (N-His-hCAII) โดย

การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  

ท าการใส่ E. coli สายพันธุ์ DH5α ทรานสฟอร์แมนท์ท่ีมีพลาสมิด pYES2 (N-His-hCAII) ใน

อาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB ท่ีมียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน ปริมาตร 3 มิลลิลิตร แล้วท าการสกัดตามขั้นตอนท่ี 

2.3.5 จากนั้นน าพลาสมิดท่ีสกัดให้บริสุทธิ์มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ เพื่อตรวจสอบยืนยันความถูกต้อง
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ด้วยเอนไซม์ Xho I และ Sac I ท่ีมีส่วนผสมของปฏิกิริยาดังตารางท่ี 2.10 น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 

แล้วท าการตรวจสอบช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วยการวิเคราะห์ด้วยเจลอิเลคโตโฟเรซิสตามขั้นตอนท่ี 2.3.1  

 

ตารางท่ี 2.10 สารละลายท่ีใช้เป็นส่วนผสมของปฎิกิริยาเอนไซม์ตัดจ าเพาะ เพื่อยืนยันผลการสร้าง    

พลาสมิด pYES2 (N-His-hCAII) 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

Deionized distilled water - 24.6 

10x Cutsmart buffer 10 เท่า 3 

DNA 2 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 2 

Xho I 10 ยูนิต/ไมโครลิตร 0.2 

Sac I 10 ยูนิต/ไมโครลิตร 0.2 

ปริมาตรสุทธิ - 30 

  

2.3.9 เพิ่มจ านวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอ GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t โดยวิธีการปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

น ารีคอมบิแนนท์พลาสมิด pYES2 (N-His-hCAII) ท่ีสกัดให้บริสุทธิ์จากขั้นตอนท่ี 2.3.8 มาท าการ

เพิ่มจ านวนช้ินส่วนของยีน GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t ด้วยการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้คู่

ไพร์เมอร์จ าเพาะ 3R-GAL1p (Fw) และCYC1-ter (Rv) โดยมีส่วนผลมของสารละลายและภาวะปฏิกิริยา

ลูกโซ่พอลิเมอเรสดังตารางท่ี 2.11 และ 2.12 โดยการตรวจสอบผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการเพิ่มจ านวนของดี

เอ็นเอในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยการวิเคราะห์เจลอีเลคโทรฟอเรซิสตามขั้นตอนท่ี 2.3.1 และสกัด

ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากเจลอิเลคโทโฟเลซิส ตามข้ันตอนท่ี 2.3.1 และ 2.3.2  
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35 cycle 

ตารางท่ี 2.11 แสดงสารละลายท่ีใช้เป็นส่วนผสมของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเพื่อเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดี

เอ็นเอ GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

Deionized distilled water - 32.5 

10X buffer 10 เท่า 5 

dNTP 2 มิลลิโมลาร์ 5 

MgSO4 25 มิลลิโมลาร์ 3 

3R-GAL1p (Fw) 10 มิลลิโมลาร์ 1.5 

CYC1-ter (Rv) 10 มิลลิโมลาร์ 1.5 

DNA Template 2 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 0.5 

KOD 1 ยูนิต/ไมโครลิตร 1 

ปริมาตรสุทธิ - 50 

 

ตารางท่ี 2.12 แสดงภาวะท่ีใช้ในการเพิ่มจ านวนของดีเอ็นเอในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  

ขั้นตอน อุณหภูม ิ(องศาเซลเซียส) ระยะเวลา  

Pre-Denaturation 95 3 นาที 

Denaturation 95 30 วินาที 

Annealing/Extension  72 3 นาที 

Extension 72 10 นาที 

Storage  25 ∞ 
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2.3.10 การสร้างพลาสมิด pRS316(GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) 

น าช้ินส่วนดีเอ็นเอ GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t ท่ีได้จากการท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป

และเวกเตอร์ pRS316 ( ภาพท่ี 2.3 ) มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Not I ท่ีมีส่วนผสมของปฎิกิริยาดัง

ตารางท่ี 2.13 จากนั้นน า pRS316 ท่ีตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Not I มาท า Dephosphorylation เพื่อ

ป้องกันการเกิดเซลฟ์ไลเกช่ัน (Self ligation) โดยมีส่วนผสมของปฎิกิริยา Dephosphorylation ดัง

ตารางท่ี 2.14 และท าการบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง และบ่มท่ีอุณหภูมิ 80 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที เพื่อหยุดยั้งปฏิกิริยา จากนั้นท าการตรวจสอบช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วยการ

วิเคราะห์ด้วยเจลอิเล็คโตฟอเรซิสตามขั้นตอน 2.3.1 และสกัดช้ินส่วนดีเอ็นเอขนาด 1,700 คู่เบส และ 

4,800 คู่เบส ของ GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t และ pRS316 ตามล าดับ ออกจากอะกาโรสเจลตามข้อ 

2.3.2 และท าการไลเกช้ันกับโคลนนิ่งเวกเตอร์ท่ีมีส่วนผสมของปฎิกิริยาดังตารางท่ี 2.15 แล้วน าไปบ่มท่ี 

16 องศาเซลเซียส ข้ามคืน 

 

ภาพท่ี 2.4 แผนภาพแสดงพลาสมิด pRS316  

ท่ีมา : www.addgene.org 
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ตารางท่ี 2.13 สารละลายท่ีใช้เป็นส่วนผสมของปฎิกิริยาเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Not I  

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

Insert Vector 

Deionized distilled water - 31 41 

10x Cutsmart buffer 10 เท่า 5 5 

DNA 2 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 13 3 

Not I 10 ยูนิต/ไมโครลิตร 1 1 

ปริมาตรสุทธิ - 50 50 

 

ตารางท่ี 2.14 แสดงสารละลายท่ีใช้เป็นส่วนผสมของปฏิกิริยา Dephosphorylation 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

Deionized distilled water - 3 

10x Antarctic buffer 10 เท่า 6 

pRS316 2 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 50 

Antarctic phosphatase 5 ยูนิต/ไมโครลิตร 1 

ปริมาตรสุทธิ - 60 

 

ตารางท่ี 2.15 สารละลายท่ีใช้เป็นส่วนผสมของปฎิกิริยาไลเกช่ันช้ินส่วนดีเอ็นเอ GAL1p-N-His-hCAII -

CYC1t เข้าสู่เวกเตอร์ pRS316 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

Deionized distilled water - 12 

10X Buffer T4 Ligase 10 เท่า 2 

Vector  9 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 3 

Insert  30 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 2 

 Ligase 5 ยูนิต/ไมโครลิตร 1 

ปริมาตรสุทธิ - 20 



23 
 

2.3.11 การเพิ่มปริมาณพลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) ใน E. coli สายพันธุ์ 

DH5α  

ท าการทรานสฟอร์เมช่ันพลาสมิดท่ีได้จากการไลเกช่ันเข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ DH5α เพื่อเพิ่ม

จ านวนพลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) โดยการทรานสฟอร์เมช่ันและท า colony 

cracking เพื่อตรวจสอบผลการทรานสฟอร์เมช่ันเบื้องต้นดังขั้นตอนท่ี 2.3.4 ท าการขีดโคโลนีท่ีเจริญลง

บนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง LB ท่ีมียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน และท าการลงเช้ือในอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB 

ท่ีมียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน เพื่อสกัดพลาสมิดตามข้ันตอนท่ี 2.3.5 จากนั้นน าพลาสมิดท่ีสกัดได้บริสุทธิ์มา

ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะเพื่อตรวจสอบยืนยันความถูกต้องด้วยเอนไซม์ Not I ท่ีมีส่วนผสมของปฎิกิริยา

ดังตารางท่ี 2.16 น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส แล้วท าการตรวจสอบช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วยการวิเคราะห์

ด้วยเจลอิเลคโตฟอเรซิสตามข้ันตอนท่ี 2.3.1 

 

ตารางท่ี 2.16 สารละลายท่ีใช้เป็นส่วนผสมของปฎิกิริยาเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Not I  

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

Deionized distilled water - 24.8 

10x Cutsmart buffer 10 เท่า 3 

DNA 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 2 

Not I 10 ยูนิต/ไมโครลิตร 0.2 

ปริมาตรสุทธิ - 30 

 

2.3.12 การทรานสฟอร์เมชั่นพลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) เข้าสู่ยีสต ์              

S. cerevisiae สายพันธุ์ AS01  

 น าพลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) จากข้อ 2.3.9 เข้าสู่ยีสต์สายพันธุ์ AS01 (ได้

รับมาจากนางสาว อัญญพร  แสงแก้ว นิสิตระดับปรัญญาเอก ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย) ด้วยวิธีการ Lithium acetate (Gietz และ Woods, 2006) โดยท าการเล้ียงยีสต์สายพันธุ์ AS01 ใน

อาหารเล้ียงเช้ือเหลว YPD บ่มในตู้บ่มเช้ือแบบเขย่าควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้นถ่ายเช้ือลงใน

อาหาร YPD ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ให้มีความเข้มข้นเซลล์แขวนลอยเป็น 5x 106เซลล์ต่อมิลลิลิตร แล้วน าไปบ่ม
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ในตู้บ่มเช้ือแบบเขย่าควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 ช่ัวโมง จนมีความเข้มข้นเซลล์แขวนลอย

เป็น 2x 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร แล้วท าการปั่นเหวี่ยงแยกเซลล์ท่ีความเร็ว 7000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที     

เทส่วนใสท้ิงและละลายตะกอนด้วยน้ าท่ีปราศจากเช้ือ และท าการปั่นเหวี่ยงแยกเซลล์ท่ีความเร็ว 7000 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 5 นาทีเพื่อท าการแยกเซลล์ เทส่วนใสท้ิง จากนั้นเติม 0.1 โมลาร์ Lithium acetate ปริมาตร 1 

มิลลิลิตร และย้ายเข้าสู่หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ น าไปปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์ด้วยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 5 วินาที ดูดส่วนใสออกและละลายตะกอนเซลล์ด้วย 0.1 โมลาร์ Lithium acetate ปริมาตร 400 ไมโคร

มิลลิลิตร โดยระหว่างปั่นแยกตะกอนเซลล์ท าการบ่ม carrier DNA ในน้ าเดือดเป็นเวลา 5 นาทีและท าให้เย็นบน

น้ าแข็งทันที ถ่ายเซลล์แขวนลอยท่ีเตรียมไว้ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ใหม่ และท าการปั่น

หมุนเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอนเซลล์ และน าสารละลาย Lithium acetate ท้ิงไป ท าการละลายตะกอนเซลล์ท่ีได้ด้วย 

50% w/v PEG (MW 3,350) ปริมาตร 240 ไมโครลิตร, 1 โมลาร์ Lithium acetate ปริมาตร 36 ไมโครลิตร และ 

carrier DNA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตร และพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีต้องการน าเข้า

สู่ยีสต์เซลล์เจ้าบ้าน 5 ไมโครกรัม 50 ไมโครลิตร ตามล าดับ และผสมให้เข้ากัน จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และฮีทช็อคท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20-25 นาที น ามาปั่นเหวี่ยงแยก

ตะกอนเซลล์ด้วยความเร็ว 6,000-8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 วินาที และน าส่วนใสออก ละลายตะกอนด้วย

น้ าท่ีปราศจากเช้ือ 0.2-1.0 ไมโครลิตร และน ามาเกล่ียบนอาหาร synthetic dextrose (SD) medium ท่ีไม่เติมนิ

วคลีโอไทด์ยูราซิล หรือ SD-Ura จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้ภาวะท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์สูง 

(5%) โดยใช้ Anaeropack-MicroAero (MGC, USA) เป็นเวลา 3 วัน จากนั้นท าการขีดโคโลนีลงบนอาหาร 

synthetic raffinose (SR) medium หรือ selective medium ท่ีไม่เติมยูราซิล หรือSR-Ura 

 

 2.3.13 การศึกษาการทดแทนการท าหน้าที่ของยีน NCE103 ของยีสต์ ด้วยยีน N-His-hCAII ในยีสต์ที่

ขาดยีน NCE103 

ใส่ยีสต์ทรานสฟอร์แมนท์ท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ SR-Ura ในขั้นตอนท่ี 2.3.12 ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ

เหลว SR-Ura ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ข้ามคืน ท าการเจือจางให้มีความเข้มข้น 106-

103 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และท าการหยดแต่ละความเข้มข้นของเซลล์ยีสต์ท่ีเจือจางปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงบน

อาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง synthetic galactose (SG) medium ท่ีไม่เติมยูราซิล หรือ SG-Ura และท าการบ่มท่ี

ตู้ควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในสภาวะท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ต่ า (0.035%) และสูง (5%) ตามล าดับ เป็น

เวลา 3 วัน 
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บทท่ี3 

ผลการทดลอง 

3.1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน hCAII โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  

 การเพิ่มจ านวนยีน hCAII โดยใช้คู่ไพร์เมอร์จ าเพาะท่ีท าการออกแบบในการทดลองนี้ คือ SacI_hCAII 

และ XhoI_hCAII (ตารางท่ี 2.3) เพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส หรือช้ินส่วนของดีเอ็นเอท่ี

บรรจุยีนประมวลรหัสเอนไซม์ hCAII ท่ีมีขนาดประมาณ 800 คู่เบส โดยตรวจสอบผลการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิ

เมอเรสด้วยเจลอิเลคโตรฟอเรซิส ท าโดยเตรียมเจลอะกาโรสท่ีมีความเข้มข้น 1% ในบัฟเฟอร์ 0.5XTAE ได้

ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส hCAII มีขนาดประมาณ 800 คู่เบส (ภาพท่ี 3.1) ซึ่งเป็นไปตามท่ีคาดหวัง 

จากนั้นท าการสกัดช้ินส่วนดีเอ็นเอดังกล่าวให้บริสุทธิ์ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป (Vivantis, Malaysia) 

 

ภาพท่ี 3.1 ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เพื่อเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีบรรจุยีนประมวล    

รหัสเอนไซม์ hCAII 

  M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb ladder 

1 คือ ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส จากการใช้ดีเอ็นเอแม่แบบ 0.5 ไมโครลิตร 

2 คือ ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส จากการใช้ดีเอ็นเอแม่แบบ 1.0 ไมโครลิตร 
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3.2 การสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pGEM (hCAII) และตรวจสอบยืนยนัความถูกต้องด้วยเอนไซม์ตัด

จ าเพาะ 

น าช้ินส่วนดีเอ็นเอจากผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสท่ีท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูปมาท า

การไลเกช่ันเข้าสู่โคลนนิ่งเวกเตอร์ pGEM T-Easy (Promega, USA) เพื่อสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pGEM 

(hCAII) ซึ่งมีขนาดประมาณ 3,800 คู่เบส โดยท าการทรานสฟอร์เมช่ันเข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ DH5α เพื่อเพิ่ม

จ านวนรีคอมบิแนนท์พลาสมิด น า E. coli ทรานสฟอร์แมนท์มาคัดเลือกด้วยวิธี Blue-White Selection (ภาพท่ี 

3.2) โดยคัดเลือกโคโลนีสีขาว เนื่องจากน่าจะมีช้ินส่วน Insert แทรกอยู่ในส่วนของยีน lac Z ท าให้ยีน lac Z ไม่

สามารถแสดงออกเอนไซม์ β-galactosidase ได้ จึงไม่เกิดการเปล่ียน x-gal ท่ีเป็นสับสเตรตเป็นสีน้ าเงิน จึงท าให้

ได้โคโลนีสีขาว น าโคโลนีสีขาวมาท าการตรวจสอบเบื้องต้นด้วยวิธี colony cracking (ภาพท่ี 3.3) ซึ่งพบว่าแถบ

จากการวิเคราะห์ด้วยเจลอิเลคโตฟอเรซิสมีขนาดสูงกว่า control (colony cracking ของ E. coli ทรานส

ฟอร์แมนท์ท่ีมีโคโลนีสีน้ าเงิน) ประมาณ 800 คู่เบส ท าให้คาดว่าเป็นพลาสมิด pGEM (hCAII) หลังจากนั้นท าการ

สกัดพลาสมิด และท าการยืนยันผลด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Sac I และ Xho I ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาดังตาราง

ท่ี 2.7 ตรวจสอบช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วยการวิเคราะห์ด้วยเจลอิเลคโตรฟอเรซิสดังภาพท่ี 3.4 พบว่าได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมี

ขนาดประมาณ 3,000 และ 800 คู่เบส ของเวกเตอร์เปล่า pGEN T-Easy และช้ินส่วนของยีน hCAII ตามล าดับ 

โดยมีช้ินส่วนของยีน hCAII ท่ีได้รับจากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเป็นตัวควบคุมผลบวก  

 

ภาพท่ี 3.2 แสดงการคัดเลือกโคโลนีท่ีคาดว่าน่าจะได้รับช้ินส่วนดีเอ็นเอ ( Insert DNA) ด้วยวิธี Blue-

White Selection ของ E.coli สายพันธุ์ DH5α ท่ีมีพลาสมิด pGEM (hCAII) 
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 ภาพท่ี 3.3  แสดงการตรวจสอบรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pGEM (hCAII)   

 เบ้ืองต้นโดยวิธีการ colony cracking 

  M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb ladder 

1 คือ Colony cracking ของทรานสฟอร์แมนท์ท่ีมีโคโลนีน้ าเงิน 

2-15 คือ Colony cracking ของทรานสฟอร์แมนท์ท่ีมีโคโลนีขาว 

 

 

 ภาพท่ี 3.4  ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xho I และ Sac I ของพลาสมิด  

pGEM (hCAII) 
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M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb ladder 

1 คือ pGEM (hCAII) ก่อนถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xho I และ Sac I 

2 คือ pGEM (hCAII) หลังถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xho I และ Sac I 

3 คือ ช้ินส่วนยีน hCAII ท่ีได้จากการท าปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสเป็นชุดควบคุมผลบวก 

 

3.3 การสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pYES2 (N-His-hCAII) และตรวจสอบยืนยันความถูกต้องด้วยเอนไซม์

ตัดจ าเพาะ 

น าเวกเตอร์ pYES2 (N-His 418 pfCA) ขนาดประมาณ 7,200 คู่เบส (ได้รับมาจากนางสาว อัญญาพร  

แสงแก้ว นิสิตระดับปรัญญาเอก ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ) และรีคอมบิ  

แนนท์พลาสมิด pGEM (hCAII) มาท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xho I และ Sac I (ภาพท่ี 3.5) โดยมีส่วนผสม

ของปฎิกิริยาดังตารางท่ี 2.8 จากผลการทดลองเมื่อตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะดังกล่าวข้างต้นพบว่าได้ช้ินส่วนดีเอ็น

เอของ pYES (N-His) ขนาดประมาณ 6,000 คู่เบส และ hCAII ขนาดประมาณ 800 คู่เบส เพื่อท าการไลเกช่ัน

สร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด N-His-hCAII ท่ีมีส่วนโปรโมเตอร์ GAL1p และเทอร์มิเนเตอร์ CYC1t จากเวกเตอร์ 

pYES2 (N-His) หรือ pYES2 (N-His-hCAII) ช้ินส่วนดีเอ็นเอ hCAII ถูกไลเกตเข้าสู่เวกเตอร์ pYES (N-His) ใน

สัดส่วน 6:1 จากนั้นท าการทรานสฟอร์เมช่ันเข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ DH5α ดังขั้นตอนท่ี 2.3.4 และน ามา

ตรวจสอบเบื้องต้นด้วยวิธี colony cracking พบว่า E. coli ทรานสฟอร์แมนท์ท่ีเจริญบนเพลทท่ีท าการไลเกช่ัน

สร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pYES2 (N-His-hCAII) (ภาพท่ี 3.5) มีขนาดของดีเอ็นเอต่ ากว่าขนาดของดีเอ็นเอชุด

ควบคุมผลบวกหรือพลาสมิด pYES2 (N-His 418 pfCA) ประมาณ 400 คู่เบส ดังภาพท่ี 3.6 จากนั้นท าการสกัด 

พลาสมิด pYES2 (N-His-hCAII) เพื่อน ามายืนยันผลด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xho I และ Sac I ท่ีมีส่วนผสมของ

ปฏิกิริยาดังตารางท่ี 2.10 ตรวจสอบช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วยการวิเคราะห์ด้วยเจลอิเลคโตรฟอเรซิส พบว่าได้แถบดีเอ็น

เอขนาดประมาณ 800 และ 6,000 คู่เบส ของช้ินส่วนยีน hCAII และพลาสมิด pYES2 (N-His) ตามล าดับ ในขณะ

ท่ีพลาสมิด pYES2 (N-His 418 pfCA)  ซึ่งเป็นชุดควบคุมขนาดประมาณ 7,200 คู่เบส เมื่อตัดด้วยเอนไซม์ตัด

จ าเพาะพบว่าได้แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,200 และ 6,000 คู่เบส ของช้ินส่วนยีน 418 pfCA และพลาสมิด 

pYES (N-His) ตามล าดับ ซึ่งพบว่าการสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเป็นไปตามท่ีคาดหวังดัง ภาพท่ี 3.7 
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ภาพท่ี 3.5 ทรานสฟอร์แมนท์ของ E.coli สายพันธุ์ DH5α ท่ีเกิดจากการทรานสฟอร์เมช่ันด้วยผลิตภัณฑ์

จากปฎิกิริยาไลเกช่ันระหว่าง pYES (N-His) และ hCAII  

 

ภาพท่ี 3.6 แสดงการตรวจสอบรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pYES2 (N-His-hCAII) เบื้องต้นโดยวิธี colony 

cracking 

 M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb ladder 

1 คือ พลาสมิด pYES2 (N-His 418 pfCA) 

2-15 คือ Colony cracking ของ E. coli ทรานสฟอรแ์มนท์ท่ีคาดว่าได้รับพลาสมิด   

 pYES2 (N-His-hCAII) 
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ภาพท่ี 3.7  ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  Xho I และ Sac I ของพลาสมิด pYES2        

(N-His-hCAII)  

M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb ladder 

1 คือ พลาสมิด pYES2 (N-His 418 pfCA) ท่ีตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xho I และ Sac I 

2-6 คือ ช้ินส่วนของพลาสมิด pYES2 (N-His-hCAII) ท่ีตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xho I 

และ Sac I 

 

3.4 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของ GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  

ท าการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนดีเอ็นเอ GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t จากพลาสมิด pYES2 (N-His-hCAII) โดย

ใช้คู่ไพร์เมอร์จ าเพาะ คือ 3R-GAL1p (Fw) และ CYC1-ter (Rv) (ตารางท่ี 2.3) เพื่อให้ได้ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยา

ลูกโซ่พอลิเมอเรส ของช้ินส่วนดีเอ็นเอ GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t ท่ีมีขนาดประมาณ 1,700 คู่เบส ท าการ

ตรวจสอบผลการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยการวิเคราะห์ด้วยเจลอิเลคโตรฟอเรซิส พบว่าผลท่ีได้จาก

ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t มีแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,700 คู่เบส ดัง

ภาพท่ี 3.8 และท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป (Vivantis, Malaysia) 
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 ภาพท่ี 3.8 ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เพื่อเพิ่มช้ินส่วนดีเอ็นเอ GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t 

M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb ladder 

1 คือ ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสท่ีเกิดจากใช้ดีเอ็นเอต้นแบบ 0.5 ไมโครลิตร 

2 คือ ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสท่ีเกิดจากใช้ดีเอ็นเอต้นแบบ 1 ไมโครลิตร 

 

3.5 การสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) และตรวจสอบยนืยันความ

ถูกต้องด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

น าเวกเตอร์พลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) และผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอ

เรส GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t ท่ีถูกสกัดให้บริสุทธิ์จากเจลอะกาโรส มาท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Not1 

เพื่อให้ได้รับดีเอ็นเอขนาดประมาณ 4 ,800 และ 1,700 คู่เบส ของ pRS316 และ GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t 

ตามล าดับ (ภาพท่ี 3.10) จากนั้นน า pRS316 มาท าการ dephosphorylation เพื่อท าให้ไม่เกิดกระบวนการเซลฟ์

ไลเกช่ัน (Self ligation) โดยมีส่วนผสมของปฎิกิริยาดังตารางท่ี 2.13 และ 2.14 ตามล าดับ การวิเคราะห์ด้วย

เจลอิเลคโตรโฟเล็คซิสและสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล จากนั้นท าการไลเกช่ันเพื่อสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด N-His 

-hCAII ท่ีมีส่วนโปรโมเตอร์ GAL1p และเทอร์มิเนเตอร์ CYC1t หรือพลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His-hCAII-

CYC1t) ซึ่งมีขนาดประมาณ 6,500 คู่เบส ท าการทรานสฟอร์เมช่ันเข้าสู่ E. coli สายพันธุ์ DH5α พบว่าในชุด

ควบคุมผลลบไม่มีการเจริญของ E. coli ทรานสฟอร์แมนท์และเพลทของทรานสฟอร์แมนท์ท่ีได้รับพลาสมิด 

pRS316 (GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) มีการเจริญของ E. coli ทรานสฟอร์แมนท์บนอาหารท่ีมียาปฎิชีวนะแอมพิ

ซิลลิน ดังภาพท่ี 3.10 และน ามาตรวจสอบเบื้องต้นด้วยวิธี colony cracking พบว่าทรานสฟอร์แมนท์ท่ีได้รับ 



32 
 

พลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) (ภาพท่ี 3.10 ข.) มีขนาดของแถบดีเอ็นเอ ต่ ากว่าขนาดของแถบ

ดีเอ็นเอของชุดควบคุมผลบวกหรือ พลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His 418 pfCA-CYC1t) ซึ่งมีขนาดประมาณ 

7,000 คู่เบส ดังภาพท่ี 3.11 จากนั้นคัดเลือกทรานสฟอร์แมนท์ท่ีคาดว่าได้รับพลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His    

-hCAII-CYC1t) มาสกัดพลาสมิดและตรวจสอบผลด้วยวิธีเจลอิเล็คโตรฟอเรซิส พบว่าได้ผลเป็นไปตามท่ีคาดหวัง 

(ภาพท่ี 3.12) และเมื่อท าการยืนยันผลด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Not I ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาดังตารางท่ี 2.16  

ตรวจสอบช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วยการวิเคราะห์ด้วยเจลอิเลคโตรฟอเรซิส พบว่ามีเพียง 4 ทรานสฟอร์แมนท์จาก 5 

ทรานสฟอร์แมนท์ท่ีให้ขนาดประมาณ 1,700 และ 4,800 คู่เบส ของช้ินส่วนดีเอ็นเอ GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t 

และพลาสมิด pRS316 ตามล าดับ ในขณะท่ีพลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His 418 pfCA-CYC1t) ซึ่งเป็นชุด

ควบคุมท่ีทราบขนาดดีเอ็นเอเมื่อตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะได้แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 2,100 และ 4,800 คู่

เบส ของช้ินส่วนดีเอ็นเอ GAL1p-N-His 418 pfCA-CYC1t และ พลาสมิด pRS316 ตามล าดับ ดังภาพท่ี 3.12 

 

ภาพท่ี 3.9 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Not I และท าการ Dephosphorylation 

M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb ladder 

  1 คือ เวกเตอร์ pRS316 ก่อนท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Not I 

2 คือ เวกเตอร์ pRS316 หลังท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Not I 

3 คือ เวกเตอร์ pRS316 หลังท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Not I และ ท าปฎิกิริยา 

Dephosphorylation 

4 คือ ช้ินส่วนดีเอ็นเอ N-His-hCAII-CYC1t ก่อนท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Not I 

5 คือ ช้ินส่วนดีเอ็นเอ N-His-hCAII-CYC1t หลังท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Not I 
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        ก)                                                           ข) 

   

ภาพท่ี 3.10 ทรานสฟอร์แมนท์ของ E. coli สายพันธุ์ DH5α ท่ีถูกทรานสฟอร์มด้วยผลิตภัณฑ์จาก

ปฎิกิริยาไลเกช่ันระหว่างท่ีมีพลาสมิด pRS316 และ GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t  

ก) ชุดควบคุมผลลบท่ีไม่มีการใส่ช้ินส่วนดีเอ็นเอ GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t ในขั้นตอนไลเกช่ัน  

ข) E. coli สายพันธุ์ DH5α ท่ีมีการใส่ช้ินส่วนดีเอ็นเอ GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t ในขั้นตอนไลเกช่ัน 
 

 

ภาพท่ี 3.11 แสดงการตรวจสอบรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) เบ้ืองต้น

โดยวิธีการ colony cracking 

 M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb ladder 

1 คือ พลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His 418 pfCA-CYC1t) 

2-15 คือ Colony cracking ของทรานสฟอรแ์มนท์ท่ีคาดว่าได้รับพลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His  

-hCAII-CYC1t) 
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ภาพท่ี 3.12 ผลิตภัณฑ์ช้ินส่วนดีเอ็นเอจากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Not I ของพลาสมิด pRS316 

(GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) 

M  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb ladder 

 1 คือ พลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His 418 pfCA-CYC1t) ก่อนท าการตัดด้วยเอนไซม์  

  ตัดจ าเพาะ Not I 

2-6 คือ พลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) ก่อนท าการตัดด้วยเอนไซม์  

  ตัดจ าเพาะ Not I 

7 คือ พลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His 418 pfCA-CYC1t) หลังท าการตัดด้วยเอนไซม ์  

  ตัดจ าเพาะ Not I 

8-12 คือ พลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) หลังท าการตัดด้วยเอนไซม ์  

  ตัดจ าเพาะ Not I 
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3.6 การศึกษาการท าหน้าที่ทดแทนยีน NCE103 ของยีสต์ ด้วย N-His-hCAII ในยีสต์ S. cerevisiae        

สายพันธุ์ ∆nce103 (AS01) 

 ยีสต์ S. cerevisiae สายพันธุ์ AS01 (∆nce103) ท่ีขาดยีนประมวลรหัสเอนไซม์คาร์บอนิกแอนไฮเดรส 

(NCE103) ถูกทรานสฟอร์มด้วยพลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) ด้วยวิธี Lithium Acetate 

(Gietz และ Woods, 2006) จากนั้นท าการทดสอบการท าหน้าท่ีทดแทนเอนไซม์ Nce103 ของยีสต์ ด้วยเอนไซม์ 

hCAII ท่ีติด His อิพิโทปท่ีปลายด้าน N- ในยีสต์ท่ีขาดยีน NCE103 (∆nce103) โดยการเตรียมยีสต์ให้มีความ

เข้มข้น 106-103 เซลล์ต่อมิลลิลิตร และหยดลงบนอาหาร SG-Ura ท่ีมีน้ าตาลกาแลคโตสเป็นองค์ประกอบ เพื่อชัก

น าการแสดงออกของยีน N-his-hCAII  ท่ีอยู่ภายใต้การควบคุม GAL1 โปรโมเตอร์ จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-4 วัน ภายใต้ภาวะท้ังท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ต่ า (0.035%) และคาร์บอนไดออกไซด์สูง 

(5%) ตามล าดับ อย่างไรก็ตามหาก N-his-hCAII สามารถทดแทนเอนไซม์คาร์บอนิกแอนไฮเดรส (NCE103) ได้ 

ยีสต์ S. cerevisiae สายพันธุ์ AS01 ท่ีได้รับพลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) จะสามารถเจริญได้

ท้ังในภาวะท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์สูงและต่ า ในขณะท่ียีสต์ S. cerevisiae สายพันธุ์ AS01 ท่ีได้รับพลาสมิด 

pRS316 (GAL1p-N His-Cyc1t) ซึ่งเป็นตัวควบคุมผลลบซึ่งไม่ได้รับยีน hCAII จะสามารถเจริญได้ในภาวะท่ีมี

คาร์บอนไดออกไซด์สูงแต่ไม่สามารถเจริญในภาวะท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ต่ า ผลการทดลองพบว่า ยีสต์ AS01 

ทรานสฟอร์แมนท์ท่ีได้รับพลาสมิดท่ีมียีน N-His-hCAII และพลาสมิดท่ีมียีน C-flag-hCAII หรือพลาสมิด pRS414 

(GAL1.4-C-flag-hCAII) ซึ่งได้รับมาจากนางสาวอัญญพร แสงแก้ว นิสิตระดับปริญญาเอก ภาควิชาจุลชีววิทยา 

คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย สามารถเจริญได้ในภาวะท้ังท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ต่ าและสูง แสดงให้

เห็นว่าการติดอิพิโทปท่ีปลายด้าน N- ของ hCAII ไม่มีผลต่อการท างานของ hCAII โดยสามารถทดแทนการท า

หน้าท่ีของยีน NCE103 ได้ ดังภาพท่ี 3.13     
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ก)                             ข) 

 

ภาพท่ี 3.13 ลักษณะฟีโนไทป์ของยีสต์ทรานสฟอร์แมนท์ S. cerevisiae สายพันธุ์ AS01 (∆nce103)      

ท่ีความเข้มข้น 106-103 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  

ก) ภายใต้ภาวะคาร์บอนไดออกไซด์ต่ า (0.035%) 

1 คือ ยีสต์ทรานสฟอร์แมนท์ท่ีได้รับพลาสมิด pRS414 (GAL1.4-C-flag-hCAII)  

2 คือ ยีสต์ทรานสฟอร์แมนท์ท่ีได้รับพลาสมิด pRS316 (N-His)  

  3-5 คือ ยีสต์ทรานสฟอร์แมนท์ท่ีได้รับพลาสมิด pRS316 (GAL1p -N-His-hCAII-CYC1t) 

ข) ภายใต้ภาวะคาร์บอนไดออกไซด์สูง (5%) 

1 คือ ยีสต์ทรานสฟอร์แมนท์ท่ีได้รับพลาสมิด pRS414 (GAL1.4-C-flag-hCAII) 

2 คือ ยีสต์ทรานสฟอร์แมนท์ท่ีได้รับพลาสมิด pRS316 (N-His)  

  3-5 คือ ยีสต์ทรานสฟอร์แมนท์ท่ีได้รับพลาสมิด pRS316 (GAL1p -N-His-hCAII-CYC1t) 
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บทท่ี4 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

การศึกษานี้มีจุดมุ่งหมายศึกษาผลของการติด His อิพิโทปท่ีปลายด้าน N- ของ hCAII ต่อการท างานของ 

hCAII ในยีสต์ ท าการสร้างยีสต์ S. cerevisiae สายพันธุ์ AS01 ท่ีได้รับรีคอมบิแนนท์ พลาสมิด pRS316 (GAL1p-

N-His-hCAII-CYC1t) ในการสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด ดังกล่าวมีการใช้ E.coli สายพันธุ์ DH5α เป็นเซลล์เจ้า

บ้าน โดยเริ่มท่ีขั้นตอนแรก คือ ท าการเพิ่มปริมาณยีน hCAII ซึ่งมีขนาดประมาณ 800 คู่เบส ด้วยปฎิกิริยาลูกโซ่

พอลิเมอเรสซึ่งโดยมีดีเอ็นเอแม่แบบของยีน hCAII ท่ีได้รับมาจากการศึกษาของ Sangkaew และคณะ (2018) และ

ใช้คู่ไพรเมอร์จ าเพาะ คือ SacI_hCAII และ XhoI_hCAII ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสถูก

ตรวจสอบโดยการวิเคราะห์ด้วยเจลอิเลคโตรฟอเรซิส ซึ่งได้แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 800 คู่เบส ตามท่ีคาดหวัง

ดังภาพท่ี 3.1 จากนั้นน ามาสกัดออกจากเจลให้บริสุทธิ์ เพื่อน าช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีได้มาท าการไลเกช่ันเข้าสู่พลาส  

มิดเวกเตอร์ pGEM T-Easy และท าการทรานสฟอร์เมช่ันเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E.coli สายพันธุ์ DH5α เพื่อท าการ

เพิ่มจ านวนพลาสมิด pGEM T-Easy จากนั้นคัดเลือก E. coli ทรานสฟอร์แมนท์บนอาหารเล้ียงเช้ือชนิดแข็ง LB ท่ี

มียาปฎิชีวนะแอมพิซิลลิน และ x-gal ส าหรับการคัดเลือกด้วยวิธี Blue-White Selection คัดเลือกโคโลนีสีขาว

เนื่องจากมีช้ินส่วนยีน Insert แทรกอยู่ในส่วนของยีน lac Z เลยท าให้ไม่สามารถสร้างเอนไซม์ β-galactosidase 

ได้ จึงไม่เกิดการย่อย x-gal ท าให้ได้โคโลนีสีขาว แต่ผลท่ีได้พบว่าโคโลนีท่ีเกิดขึ้นมีสีฟ้า ซึ่งคาดว่าเกิดจากช้ินส่วน 

Insert มีขนาดเล็กเมื่อท าการแทรกอยู่ภายในยีน lac Z จึงอาจยังสามารถเกิดการอ่านยีนและแสดงออกของ

เอนไซม์ β-galactosidase ได้ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Sadeghi และคณะ (2017) โดยน าโคโลนีสีขาวหรือสี

ฟ้ามาท าการตรวจสอบเบื้องต้นด้วย colony cracking และยืนยันผลการไลเกช่ันด้วยการใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

Xho I และ Sac I จากผลการวิเคราะห์ด้วยเจลอิเลคโตรฟอเรซิส พบว่า pGEM (hCAII) สามารถถูกตัดได้ด้วย

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xho I และ Sac I ได้ขนาดประมาณ 800 และ 3,000 คู่เบส ของยีน hCAII และ pGEM T-

Easy ตามล าดับ ดังภาพท่ี 3.4 จากนั้นท าการสกัดช้ินส่วน hCAII จากเจลอะกาโรส เพื่อท าการไลเกช่ันเข้าสู่

เวกเตอร์ pYES2 (N-His) และทรานสฟอร์เมช่ันเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน E. coli สายพันธุ์ DH5α เพื่อให้ได้รับพลาสมิด 

pYES2 (N-His-hCAII) ซึ่งมีขนาดประมาณ 6 ,800 คู่เบส ผลจากการท าวิธี colony cracking พบว่าทรานส

ฟอร์แมนท์ท่ีคาดว่าได้รับพลาสมิดดังกล่าวมีขนาดเล็กกว่าชุดควบคุมท่ีมีขนาดพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีทราบขนาดแล้ว 

pYES2 (N-His 418 pfCA) ซึ่งผลการทดลองเป็นไปตามคาดหวัง จากนั้นสกัดพลาสมิดและยืนยันผลด้วยด้วย

เอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xho I และ Sac I พบว่าได้แถบของช้ินส่วนยีน hCAII ท่ีมีขนาดประมาณ 800 คู่เบส ซึ่งมีขนาด

ท่ีเล็กกว่าช้ินส่วนยีน 418 pfCA ท่ีมีขนาดประมาณ 1,200 คู่เบส ตามภาพท่ี 3.7 เนื่องจากเวกเตอร์ pYES2 มีส่วน
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ของโปรโมเตอร์ GAL1p ท่ีสามารถถูกเหนี่ยวน าให้มีการแสดงออก เมื่อมีน้ าตาลกาแลคโตสท าหน้าท่ีชักน าการ

แสดงออก และเทอร์มิเนเตอร์ CYC1t เพื่อท าการเพิ่มจ านวนช้ินส่วนของยีน GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t โดยการ

ท าปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ คู่ไพรเมอร์จ าเพาะ คือ 3R-GAL1P (Fw) และ CYC1-ter(Rv) เมื่อท าการ

ตรวจสอบผลิตภัณฑ์ของปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยการวิเคราะห์ด้วยเจลเลคโตรฟอเรซิส พบแถบดีเอ็นเอขนาด

ประมาน 1,700 คู่เบสของ GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t ดังภาพท่ี 3.8 หลังจากนั้นท าการสกัดออกจากเจลอะกา

โรสและท าการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Not I พร้อมกับเวกเตอร์ pRS316 (GAL1p-N-His 418 pfCA-CYC1t) 

และท า dephosphorylate เวกเตอร์เพื่อท าให้ไม่เกิดกระบวนการเซลฟ์ไลเกช่ันของเวกเตอร์ท่ีถูกตัดด้วยเอนไซม์ 

Not I จากนั้นจึงท าการไลเกช่ันและทรานสฟอร์เมช่ันให้ได้รีคอมบิแนนท์พลาสมิด  pRS316 (GAL1p-N-His- 

hCAII-CYC1t) ในเซลล์เจ้าบ้าน E. coli สายพันธุ์ DH5α การยืนยันเบื้องต้นด้วยการท าวิธี colony cracking 

พบว่าขนาดของแถบดีเอ็นเอของพลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) มีขนาดต่ ากว่าขนาดแถบดีเอ็น

เอของชุดควบคุมท่ีทราบขนาดพลาสมิดแล้วหรือพลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His 418 pfCA-CYC1t) อยู่

ประมาณ 400 คู่เบส ดังภาพท่ี 3.11 ท าการสกัดพลาสมิดและยืนยันผลจากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Not I 

โดยมีชุดควบคุมผลบวกคือ พลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His 418 pfCA-CYC1t) พบแถบดีเอ็นเอขนาด 1,700 คู่

เบส ของช้ินส่วนดีเอ็นเอ GAL1p-N-His-hCAII-CYC1 ในขณะท่ีชุดควบคุมผลท่ีทราบขนาดพลาสมิดแล้วของ

ช้ินส่วนดีเอ็นเอ GAL1p-N-His 418 pfCA-CYC1t เมื่อตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Not I จะปรากฎแถบดีเอ็นเอ

ขนาดประมาณ 2,100 คู่เบส ซึ่งเป็นไปตามท่ีคาดหวังดังภาพท่ี 3.12  จากท่ีกล่าวมาข้างต้นท าให้ได้พลาสมิด  

pRS316 (GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) ซึ่งเป็น Yeast Centromeric plasmid กล่าวคือเป็นพลาสมิดท่ีมีความ

เสถียร เนื่องจากส่วนของ centromere และมีจ านวน 1-2 copyต่อเซลล์ เท่านั้น ท าให้ยีสต์ท่ีถูกทรานสฟอร์ม

ด้วยพลาสมิดดังกล่าวมีจ านวนชุดของยีนท่ีเหมือนยีสต์ปกติ (Gnügge และ Rudolf, 2017) น าพลาสมิดดังกล่าวมา

ท าการทรานสฟอร์เมช่ันด้วยวิธี Lithium acetate เพื่อน าเข้าสูยีสต์ S. cerevisiae สายพันธุ์ AS01 ท่ีมีความ

บกพร่องในการสังเคราะห์นิวคลีโอไทด์ยูราซิล ยีสต์ทรานสฟอร์แมนท์ท่ีสามารถเจริญได้ในอาหารท่ีไม่เติมนิวคลีโอ

ไทด์ยูราซิล ถูกน ามาศึกษาความสามารถในการเจริญในภาวะท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์สูงและต่ าตามล าดับ ผลการ

ทดลองพบว่า ยีสต์ทรานสฟอร์แมนท์ท่ีได้รับพลาสมิด pRS316 (GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) สามารถเจริญได้บน

อาหารคัดเลือกในภาวะท้ังท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ต่ าและสูง แสดงให้เห็นว่าการติด His อิพิโทปท่ีปลายด้าน N- 

ของ hCAII ไม่มีผลต่อการท างานของ hCAII ผลต่อยอดของการทดลองนี้สามารถน าไปสู่การท าให้บริสุทธิ์ ของ 

hCAII ท่ีผลิตจากยีสต์สายพันธุ์ AS01 (GAL1p-N-His-hCAII-CYC1t) ต่อไป 
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ภาคผนวก ก. 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria–Bertani (LB) 

ละลายส่วนผสม 25 กรัมของ LB powder (MILLER’S LB Broth) ในน้ ากล่ันให้มปีริมาตร 1 ลิตร 

และน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 

นาที   

 

 อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria–Bertani (LB agar) 

เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว LB และละลายอะการ์ 20 กรัมต่ออาหารเล้ียงเช้ือเหลวLB 1 ลิตร 

และน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15

นาที 

 

 อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yeast peptone dextrose (YPD) 

  Yeast extract      10 กรัม 

  Peptone      20 กรัม 

  Glucose      20 กรัม 

ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้ ากล่ันให้มีปริมาตร 1 ลิตร และน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15

ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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อาหารเลี้ ย ง เชื้ อแข็ ง  Synthetic dextrose medium dropout Uracil (SD-Uracil medium   

agar)  

 Yeast nitrogenbase witgout amino acid  6.7 กรัม 

 Glucose      20 กรัม 

 Agar       20 กรัม   

 ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้ ากล่ันให้มีปริมาตร 976 มิลลิลิตร และน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดัน

ไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นท าการเติมกรดอะมิโน

ท่ีปราศจากเช้ือ ได้แก่ 0.5 % Adenine 10 มิลลิลิตร , 1 % Leucine 10 มิลลิลิตร , 2 % Histidine             

2 มิลลิลิตร และ 1% Tryptophan 2 มิลลิลิตร 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Synthetic raffinose medium dropout Uracil (SR Uracil medium)  

Yeast nitrogenbase witgout amino acid  6.7 กรัม 

 Raffinose      20 กรัม  

 ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้ ากล่ันให้มีปริมาตร 1 ลิตร และน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15

ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นท าการเติมกรดอะมิโนท่ี

ปราศจากเช้ือ ได้แก่ 0.5 % Adenine 10 มิลลิลิตร, 1 % Leucine 10 มิลลิลิตร, 2 % Histidine  2 

มิลลิลิตร และ 1 % Tryptophan 2 มิลลิลิตร 
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อาหาร เ ลี้ ย ง เ ชื้ อ แข็ ง  Synthetic raffinose medium dropout Uracil (SR-Uracil medium 

agar) 

เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือเหลว SR และละลายอะการ์ 20 กรัมต่ออาหารเล้ียงเช้ือเหลว SR 1 ลิตร และน าไป

นึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาทีจากนั้น

ท าการเติมกรดอะมิโนท่ีปราศจากเช้ือ ได้แก่ 0.5 % Adenine 10 มิลลิลิตร, 1 % Leucine 10 มิลลิลิตร, 

2 % Histidine 2 มิลลิลิตร และ 1 % Tryptophan 2 มิลลิลิตร 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Synthetic galactose medium  (SG medium agar)   

Yeast nitrogenbase witgout amino acid  6.7 กรัม 

 Raffinose      10 กรัม 

 Galactose      20 กรัม 

 Agar       8 กรัม 

 ละลายส่วนผสมท้ังหมดในน้ ากล่ันให้มีปริมาตร 1 ลิตร และน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15

ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นท าการเติมกรดอะมิโนท่ี

ปราศจากเช้ือ ได้แก่ 0.5 % Adenine 10 มิลลิลิตร, 1 % Leucine 10 มิลลิลิตร, 2 % Histidine 2 

มิลลิลิตร และ 1 % Tryptophan 2 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข. 

สารเคมีและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

กลีเซอรอล 

 น ากลีเซอรอลมานึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 15 นาที 

 

สารละลาย EDTA 0.5M pH8.0 

 EDTA       186.1 กรัม 

ละลาย EDTA ในน้ าปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนั้นท าการปรับความเป็นกรดเบส

ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ และกรดไฮโดรคลอริกให้เป็น 8.0 และเติมน้ าปลอดประจุจนมีปริมาตร 1 ,000

มิลลิลิตร และน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 15 นาที 

 

บัฟเฟอร์ 50X Tris-acetate (50X TAE) 

 Tris base      242 กรัม 

 Acetic acid conc.     57.1 มิลลิลิตร 

น าสารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 8.0 100 มิลลิลิตร ละลายส่วนประกอบท้ังหมดใน

น้ าปลอดประจุจนมีปริมาตร 1 ลิตร และน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

  

 

 



46 
 

บัฟเฟอร์ TE 

1 M Tris (pH 8.0)     0.5 มิลลิลิตร 

5 M NaCI      1 มิลลิลิตร 

0.5 M EDTA (pH0.8)     0.1 มิลลิลิตร 

ละลายส่วนประกอบท้ังหมดในน้ าปลอดประจุจนมีปริมาตร 50 มิลลิลิตร และน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วย

ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

 Loading dye 

  Bromophenolblue     0.025 % 

  Sucrose      40 % 

 ละลายส่วนผสมในน้ าปลอดประจุปลอดเช้ือ และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

 สารละลาย 10% SDS 

ละลาย Sodium dodecyl sulfate (SDS) จ านวน 5 กรัมในน้ าปลอดประจุปลอดเช้ือ 40

มิลลิลิตร จากนั้นท าการปรับความเป็นกรดเบสด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ และกรดไฮโดรคลอริกให้เป็น 7.2 

และเติมน้ าปลอดประจุจนมีปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

  

 สารละลาย 5M NaCl 

ละลาย NaCl จ านวน 14.625 กรัม ในน้ าปลอดประจุ 50 มิลลิลิตร และน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความ

ดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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 สารละลาย 1 M Tris pH 8.0 

  Tris base      12.11 กรัม 

 น ามาละลายในน้ าปลอดประจุปริมาตร 80 มิลลิลิตร จากนั้นท าการปรับความเป็นกรดเบสด้วย

โซเดียมไฮดรอกไซด์ และกรดไฮโดรคลอริกให้เป็น 8.0 และเติมน้ าปลอดประจุจนมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15

นาที 

 

สารละลาย 1 M Tris pH 8.0 

  Potassium acetate     49.07 กรัม 

 น ามาละลายในน้ าปลอดประจุปริมาตร 80 มิลลิลิตร เติมน้ าปลอดประจุจนมีปริมาตร 100

มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 15 นาที 

 

 บัฟเฟอร์ Cracking ส าหรับ Colony cracking 

1 M NAOH      1 มิลลิลิตร 

10% SDS      1 ลิลลิลิตร 

0.5M EDTA      0.2 มิลลิลิตร 

น าส่วนประกอบท้ังหมดผสมในน้ าปลอดประจุจนมีปริมาตร 20 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือ

ด้วยความดันไอ 15ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที   
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สารละลาย Solution I ส าหรับสกัดพลาสมิดให้บริสุทธิ์       

1 M Tris (pH 8.0)     1.0 มิลลิลิตร 

Glucose       0.45 กรัม 

0.5 M EDTA (pH8.0)     0.1  มิลลิลิตร 

น าส่วนประกอบท้ังหมดผสมในน้ าปลอดประจุจนมีปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือ

ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

 

สารละลาย Solution II ส าหรับสกัดพลาสมิดให้บริสุทธิ์      

5 N NaOH      0.4  มิลลิลิตร 

10%(w/v) SDS      1  มิลลิลิตร 

ส่วนประกอบท้ังหมดผสมในน้ าปลอดประจุจนมีปริมาตร 10 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือ

ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 

 สารละลาย Solution III ส าหรับสกัดพลาสมิดให้บริสุทธิ์ 

5M Potassium Acetate      30 มิลลิลิตร 

Glacial Acetic Acid      5.75 มิลลิลิตร 

น าส่วนประกอบท้ังหมดผสมในน้ าปลอดประจุจนมีปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเช้ือ

ด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
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