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 ไดแยกยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสสําหรับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนจาก Rhizobium 
sp. สายพันธุกลาย D2 ที่เกิดจากการสอดแทรกโดยทรานสโปซอน Tn5 และมีความบกพรองใน
การยอยสลายอะซีแนพธิลีน  ดวยเทคนิคเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันโดยใชชิ้นสวนของทรานสโปซอน 
Tn5 เปนดีเอ็นเอติดตาม  คัดแยกและโคลนชิ้นดีเอ็นเอที่ใหสัญญาณจากการไฮบริไดซ  หาลําดับ
นิวคลีโอไทดขางเคียงทรานสโปซอน  จากการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนที่แปลรหัสมาจาก
ลําดับนิวคลีโอไทดขนาด 523 bp  ที่ไดกับขอมูลใน GenBank  พบวาลําดับกรดอะมิโนที่ไดมี
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เดียวกันตามลําดับดังนี้   ORF1 (acnAc) มีลําดับกรดอะมิโนที่มีความเหมือน 76% กับ              
α subunit ของไดออกซิจีเนสใน Xanthobacter sp. สายพันธุ 127W   ORF2 (acnAd) มีลําดับ
กรดอะมิโนที่มีความเหมือน 60% กับ β subunit ของไดออกซิจีเนสใน Xanthobacter sp.      
สายพันธุ 127W   ORF3 (acnAb) มีลําดับกรดอะมิโนที่มีความเหมือน 71% กับเฟอรรีดอกซินของ
ไดออกซิจีเนสใน Xanthobacter sp. สายพันธุ 127W   ORF4 (acnB) มีลําดับกรดอะมิโนที่มี
ความเหมือน 67% กับไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนสใน Xanthobacter sp. สายพันธุ 127W   
ORF5 (acnF) เปนกรอบอานรหัสเปดที่ไมสมบูรณ มีลําดับกรดอะมิโนที่มีความเหมือน 65%     
กับอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนสใน Burkholderia sp. สายพันธุ RP007   การศึกษานี้เปนรายงานแรกที่
ไดกลาวถงึยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium 
sp. CU-A1 คือ ยีน acnAbAcAd 
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 Genes encoding dioxygenase for acenaphthylene degradation from a 
transposon Tn5-induced Rhizobium sp. mutant strain D2, which is incapable of 
acenaphthylene degradation, were identified by Southern hybridization technique using 
transposon Tn5 fragment as DNA probe.  DNA fragment with positive signal was 
isolated and cloned. The nucleotide sequence adjacent to transposon was sequenced. 
Comparison of amino acid sequence deduced from 523 bp nucleotide sequence with 
those in GenBank revealed 69% amino acid sequence homology to α subunit of 
dioxygenase from Xanthobacter polyaromaticivorans strain 127W. DNA-probe was 
generated from the DNA fragment adjacent to transposon by PCR. The 5.9 kb BamHI-
EcoRI positive fragment was cloned into pBluescript KS(+/-) and designated as pDE. 
The 5.9 kb nucleotide sequence revealed 5 Open Reading Frames (ORFs) in the same 
transcriptional orientation as following;  ORF1 (acnAc) showed 76% homology to           
α subunit of dioxygenase from Xanthobacter sp. 127W; ORF2 (acnAd) showed 60% 
homology to β subunit of dioxygenase from Xanthobacter sp. 127W; ORF3 (acnAb) 
showed 71% homology to ferredoxin of dioxygenase from Xanthobacter sp. 127W; 
ORF4 (acnB) showed 67% homology to dihydrodiol dehydrogenase from  Xanthobacter 
sp. 127W; ORF5 (acnF), an incomplete ORF, showed 65% homology to aldehyde 
dehydrogenase from Burkholderia sp. RP007. This study is the first report of genes, 
acnAbAcAd, encoding dioxygenase for acenaphthylene degradation in Rhizobium sp. 
CU-A1. 
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บทที่  1 
 

บทนํา 
 

อะซีแนพธิลีนเปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งในกลุมสารพอลิไซคลิกอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอน (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, PAHs) ที่มีโครงสรางโมเลกุลประกอบ
ดวยวงเบนซีน 2 วง  และวงไซโคลเพนทีน 1 วงเชื่อมตอกันเปนกลุม   อะซีแนพธิลีนเปนสาร
ประกอบที่พบไดในน้ํามันดิบ  ผลิตภัณฑจากน้ํามันปโตรเลียม  ถานหิน  น้ํามันดําจากถานหิน 
(coal tar)  ครีโอโสท (creosote)  (Wilson และ Jones, 1993)    อะซีแนพธิลีนและสาร PAHs 
ชนิดอื่นๆ ปนเปอนเขาสูส่ิงแวดลอมเกิดจากผลพลอยไดจากกระบวนการผลิตในภาคอุตสาหกรรม 
น้ํามนั ถานหิน  การเผาไหมของเชื้อเพลิงฟอสซิลที่ไมสมบูรณ   (Volkering และคณะ, 1992)    
สาร PAHs กอใหเกิดอันตรายรายแรงตอมนุษยเนื่องจากมีสมบัติเปนสารกอมะเร็ง (carcinogen) 
และสารที่กอใหเกิดการกลายพันธุ (mutagen) (Keith และ Telliard, 1979)   และพบวาอะซีแนพธิ
ลีนมีความเปนพิษ (toxicity) ตอสัตวน้ําจืดและน้ําเค็มในการทําใหเกิดพิษเฉียบพลัน   สวนความ
เปนพิษในมนุษยยังไมมีขอมูลเพียงพอ   แตอาจทําใหเกิดอาจทําใหเกิดการระคายเคืองตอผิวหนัง
และระบบหายใจ (Lederer, 1985)   นอกจากนี้สารอนพุันธบางตัวของอะซีแนพธิลีนสามารถกอ
ใหเกิดมะเร็งและการกลายพันธุได (LaVoie และ Rice, 1988)  โดยสามารถแบงประเภทของสาร 
PAHs  ตามลักษณะของการทําใหเกิดพิษได 2 ประเภท คือ  พวกที่มีโครงสรางโมเลกุลประกอบ
ดวยวงเบนซีนตั้งแต 1-3 วง  ทําใหเกิดพิษแบบเฉียบพลัน  (acutely toxic)  และพวกที่มีโครงสราง
ประกอบดวยวงเบนซีนมากกวา 3 วง  จะทําใหเกิดพิษตอพันธุกรรม (genotoxic)  (Juhasz และ 
Naidu, 2000)    องคการอนามัยโลกจึงกําหนดใหอะซีแนพธิลีนและ PAHs  ทั้งหมด 16 ชนิด  เปน
สารพิษที่ควรใหความสําคัญอันดับตนๆ  ในอันที่จะปองกันการปนเปอนของสารดังกลาวในสิ่งแวด
ลอม (WHO, 1983, อางถึงโดย Wilson และ Jones, 1993) 
 การบําบัดสาร PAHs ที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอมปจจุบันมักจะใชวิธีการบําบัดทางชีวภาพ 
(bioremediation) แทนวิธีการดั้งเดิม เชน การเผาที่อุณหภูมิสูง  การฝงกลบ เนื่องจากปลอดภัยตอ
ส่ิงแวดลอม  คาใชจายต่ํา  (Lee และ Cutright,1996)    มีรายงานการนําจุลินทรียหลายชนิดทั้ง
สายพันธุเดี่ยวหรือกลุมประชากรจุลินทรียที่สามารถใชสาร PAHs เปนแหลงคารบอนและพลังงาน
ในการเจริญเติบโตซึ่งทําใหความเปนพิษของ PAHs หมดไปเนื่องจากการยอยสลายอยางสมบูรณ 
(mineralization) หรือการลดพิษลงบางสวนเนื่องจากการเปลี่ยน PAHs ใหเปนสารอื่น 
(transformation) (Gibson และ Subramanian, 1984; Cerniglia, 1992)  
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 งานวิจัยที่ผานมามีรายงานวิถีการยอยสลายสาร PAHs ชนิดตางๆ เชน วิถีการยอยสลาย
แนพธาลีนโดย Pseudomonas putida สายพันธุ G7 (Yen และ Serdar, 1988)   วิถีการยอย
สลายฟแนนทรีนโดย Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 (Iwabuchi และ Harayama, 1997)  วิถี
การยอยสลายแอนทราซีนโดย Pseudomonas aeruginosa (Sutherland และคณะ, 1995)  วิถี
การยอยสลายไพรีนโดย Mycobacterium sp. สายพันธุ PYR-1 (Khan และคณะ, 2001) เปนตน  
ซึ่งวิถีการยอยสลายแนพธาลีนโดย Pseudomonas putida สายพันธุ G7 และ Pseudomonas 
putida สายพันธุ NCIB 9816-4 (Ensley และคณะ, 1982;  Ensley และ Gibson, 1983; Yen 
และ Serdar, 1988) เปนวิถีการยอยสลาย PAH ชนิดหนึ่งที่มีการศึกษาคอนขางสมบูรณรวมทั้งมี
การศึกษาถึงยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสและยีนที่เกี่ยวของมากที่สุด  ในขณะที่ยังไมมีรายงาน
การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยสมบูรณ รวมทั้งยังไมมีการศึกษาถึงยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนส
ที่เกี่ยวของการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในจุลินทรีย 

ศรัลยา แพงไตร (2543) ไดคัดแยก Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 จากแหลงดินที่   
ปนเปอนน้ํามันเครื่องในเขตกรุงเทพมหานคร สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีนเปน
แหลงคารบอนและพลังงาน และยังสามารถยอยสลายฟแนนทรีน  ฟลูออรีน  และอะซีแนพธีนรวม
กับอะซีแนพธิลีน   ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค (2545) ไดติดตามยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่
เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยเทคนิคไฮบริไดเซชันกับดีเอ็นเอติดตาม pDI1 ที่
จําเพาะตอยีนไดออกซิจีเนสของ Pseudomonas putida สายพันธุ OUS82 (Kiyohara และคณะ, 
1994) กับจีโนมิกดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ในสภาวะความเขมงวดต่ํา (low 
stringency) พบวาไมเกิดสัญญาณจากการไฮบริไดซ เพื่อศึกษายีนที่ประมวลรหัสเอนไซมตางๆ 
ในวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีน ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน (2544) จึงไดทําการกลายพันธุ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวย ทรานสโปซอน Tn5 จนไดสายพันธุกลายตางๆที่มีความ  
บกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 

งานวิจัยนี้จึงมีจุดมุงหมายในการนําสายพันธุกลาย D2 ของ Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1 ที่เกิดจากการสอดแทรกดวยทรานสโปซอน Tn5 และมีความบกพรองในการยอยสลาย  
อะซีแนพธิลีนมาศึกษาหายีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีน  
ดวยเทคนิคเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันโดยมีทรานสโปซอน Tn5 เปนตัวติดตาม จากนั้นทําการหา
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนดังกลาว  ขอมูลที่ไดจะเปนประโยชนในการทํานายวิถีการยอยสลาย   
อะซีแนพธิลีนและปรับปรุงสายพันธุของแบคทีเรียดวยวิธีการทางพันธุศาสตรตอไปในอนาคต 
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วัตถุประสงค 
 เพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทดและศึกษาลักษณะยีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของ
กับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 ทราบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสของ Rhizobium sp. สาย
พันธุ CU-A1  เพื่อประโยชนในการทํานายวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและปรับปรุงสายพันธุ
แบคทีเรียตอไปในอนาคต 



บทที่  2 
 

วารสารปริทัศน 
 

2.1 กระบวนการยอยสลาย PAHs โดยแบคทีเรียและยีนที่เกี่ยวของ 
 
 การยอยสลาย  PAHs โดยจุลินทรียในสภาวะที่มีอากาศโดยทั่วไปแบงไดเปน 2 วิถีคือ   
วิถีแรกซึ่งสวนใหญเกิดขึ้นในแบคทีเรียเริ่มจากการนําออกซิเจน 2 อะตอมเขายังวงอะโรมาติกได
เปน ซิส-ไดไฮโดรไดออล ซึ่งเรงปฏิกิริยาโดยระบบเอนไซมไดออกซิจีเนส (multicomponent 
dioxygenase) ซึ่งประกอบดวย reductase ferredoxin และ terminal oxidase  จากนั้นเรง
ปฏิกิริยาตอโดย ซิส-ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส ไดเปนสารอนุพันธประเภทไดไฮดรอกซิล แลว
สับสเตรทที่คลายกับคะทีคอลก็จะถูกตัดดวยไดออกซิจีเนสผานทางการแตกวงเบนซีนแบบ ออโธ 
(intradiol pathway) ที่เกิดขึ้นระหวางอะตอมคารบอนที่มีกลุมไฮดรอกซิล 2 อะตอมอยูติดกันได
เปน กรด ซิส, ซิส-มิวโคนิก หรืออีกวิถีหนึ่งผานทางการแตกวงเบนซีนแบบ เมตา (extradiol 
pathway) ที่เกิดขึ้นระหวางอะตอมคารบอนที่มีกลุมไฮดรอกซิลกับอะตอมคารบอนที่อยูถัดมา    
ในวิถีที่สองจุลินทรียบางชนิดจะใชโมโนออกซิจีเนสเติมออกซิเจน 1 อะตอมเขายังวงอะโรมาติกได
เปนแอรีนอีพอกไซด  จากนั้นเติมไฮโดรเจนและหมูไฮดรอกซิลลงในโมเลกุล  โดยกิจกรรมของ      
อีพอกไซดไฮโดรเลส  ไดผลิตภัณฑเปน ทรานส-ไดไฮโดรไดออล หรืออีกวิถีหนึ่งมีการจัดเรียง   
โครงสรางใหมไดเปนสารอนุพันธุประเภทฟนอล (Cerniglia, 1992) ดังแสดงในรูปที่ 2.1 

 
รูปที่ 2.1  วิถีการยอยสลายสาร PAHs ทั่วไปโดยแบคทีเรีย (Cerniglia, 1992) 
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2.1.1 วิถีการยอยสลายแนพธาลีน 

 
 แนพธาลีนเปนสาร PAH ที่มีโครงสรางงาย กลาวคือประกอบดวยวงเบนซีน 2 วงมา
ประกอบกัน จึงมีการใชแนพธาลีนเปนตนแบบในการศึกษาวิถีการยอยสลายรวมทั้งยีนที่เกี่ยวของ
ในวิถีการยอยสลายสาร PAHs ที่มีโครงสรางซับซอนชนิดอื่น  ดังนั้นรายงานที่ผานมาสวนใหญจะ
เนนที่การศึกษาแงมุมตางๆ ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนเปนหลัก  จากรายงานแรกของ 
Davies และ Evans (1964) ที่กลาวถึงการยอยสลายแนพธาลีนโดย Pseudomonas sp. และ  
รายงานของ Yen และ Serdar (1982) ที่รายงานวา Pseudomonas putida สายพันธุ G7 มีความ
สามารถในการยอยสลายแนพธาลีน  จึงทําใหมีศึกษาวิถีการยอยสลายแนพธาลีนรวมทั้งยีนที่ 
เกี่ยวของกับวิถีการยอยสลายโดย Pseudomonas putida เพื่อเปนตนแบบในการศึกษาการยอย
สลาย PAHs ดวยจุลินทรียอ่ืนอยางกวางขวาง (Yen และ Serdar, 1988; Eaton และ Chapman, 
1992)  

Yen และ Serdar (1988) ไดรายงานวา Pseudomonas putida สายพันธุ G7 มีความ
สามารถในการยอยสลายแนพธาลีน  โดยการยอยสลายแนพธาลีนเริ่มจากการเติมออกซิเจน 2 
อะตอมเขายังวงอะโรมาติกไดเปน ซิส-1,2-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออล (cis-1,2-naphthalene 
dihydrodiol) จากกิจกรรมของแนพธาลนีไดออกซิจีเนส   โดย Ensley และคณะ (1982) และ 
Ensley และ Gibson (1983) ไดรายงานถึงแนพธาลีนไดออกซิจีเนสวาประกอบดวยระบบการ
ทํางานของเอนไซมหลายชนิดรวมกัน (multicomponent enzyme system) ไดแก  ReductaseNAP  
FerredoxinNAP  และ Terminal oxidase หรือ Iron-sulfur flavoprotein (ISPNAP) ที่ประกอบดวย
หนวยยอย 2 หนวย คือ large subunit (α2)  และ small subunit (β2)   

การเรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน (hydroxylation) ของแนพธาลีนไดออกซิจีเนสเริ่มจากการ
สงผานของอีเลคตรอนจาก NADH หรือ NADPH ไปยัง ReductaseNAP จากนั้นสงตอไปยัง  
FerredoxinNAP และ ISPNAP ตามลําดับ  สุดทาย ISPNAP จะเปนสวนที่เรงปฏิกิริยาโดยตรงดวยการ
เติมออกซิเจน 2 อะตอมยังวงเบนซีนของแนพธาลีนเกิดผลิตภัณฑ ซิส-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออล 
ดังแสดงในรูปที่ 2.2   
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รูปที่ 2.2  การเรงปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนของแนพธาลีนไดออกซิจีเนสและยีนที่
ประมวลรหัสแนพธาลีนไดออกซิจีเนสใน Pseudomonas. putida สายพันธุ G7 (Yen และ 
Serdar, 1988) 

 
 ซิส-1,2-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออล จะเปลี่ยนเปน 1,2-ไดไฮดรอกซีแนพธาลีน (1,2-

dihydroxynaphthalene) และ กรด 2-ไฮดรอกซีโครมีน-2-คารบอกซิลิก (2-hydroxychromene-2-
carboxylic acic: HCCA) จากกิจกรรมของแนพธาลีนไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส  และไดไฮ   
ดรอกซีแนพธาลีนดีไฮโดรจีเนสตามลําดับ    จากนั้นกรด 2-ไฮดรอกซีโครมีน-2-คารบอกซิลิกจะถูก
ออกซิไดสเปน ทรานส-ออโท-ไฮดรอกซเีบนซิลิดีนไพรูวิก (trans-o-hydroxybenzylidenepyruvic 
acid: tHBPA)  โดย HCCA ไอโซเมอเรส จากนั้นเปลี่ยนเปนซาลิไซลัลดีไฮด (salicyaldehyde) 
และกรดซาลิไซลิก (salicylic acid)  โดยการเรงปฏิกิริยาของไฮดราเทส-อัลโดเลส  และซาลิไซลัลดี
ไฮดดีไฮโดรจีเนส ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 2.3 
 จากนั้นจุลินทรียสวนใหญจะเปลี่ยนกรดซาลิไซลิกไปเปนคะทีคอล  โดยซาลิไซเลทไฮ     
ดรอกซีเลส (salicylate hydroxylase)  โดยคะทีคอลจะยอยสลายตอโดยแตกวงเบนซีนแบบ ออโธ  
จนกระทั่งไดผลิตภัณฑเปน ซัคซินิล โคเอ และ อะซติิล โคเอ หรือการแตกวงแบบ เมตา จนกระทั่ง
สารมัธยันตที่พรอมเขาสูวัฏจักรทีซีเอ (TCA cycle) ไดแก  ไพรูเวท และอะซีทัลดีไฮด  (Yen และ 
Gunsalus, 1982)  นอกจากนี้ยังมีรายงานการยอยสลายกรดซาลิไซลิกที่ไมผานทางคะทีคอล  แต
ยอยกรดซาลิไซลิกไปเปนกรดเจนทิสิก เชน การยอยสลายซาลิไซลิกโดย Rhodococcus sp.    
สายพันธุ B4 (Grund และคณะ, 1992)  และ Ralstonia sp. สายพันธุ U2 (Zhou และคณะ, 
2001)  โดยกรดเจนทิสิกจะถูกออกซิไดสไปเปนมาริลไพรูเวท (maleylpyruvate) โดยเจนทิเสท-
1,2-ไดออกซิจีเนส (gentasate-1,2-dioxygenase)  จากนั้นจะเปลี่ยนเปนไพรูเวทและฟูมาเรท 
(Zhou และคณะ, 2001) ดังแสดงในรูปที่ 2.4 
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รูปที่ 2.3  วิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีนโดย Pseudomonas sp. (Davies และ Evans, 
1964; Yen และ Gunsalus, 1982)  
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รูปที่ 2.4  วิถีลางของการยอยสลายแนพธาลีนโดยจุลินทรียตางๆ 1) Pseudomonas sp. 
(Davies และ Evans, 1964; Yen และ Gunsalus, 1982)  2) Ralstonia sp. สายพันธุ U2 
(Zhou และคณะ, 2001) 
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2.1.2 วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 
 
 การยอยสลายอะซีแนพธิลีนมีการศึกษากันมาเปนเวลานาน  มีรายงานวาแบคทีเรีย รา
ไวทรอท  และสัตวเลี้ยงลูกดวยนมสามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนได  โดยสวนใหญเปนการยอย
สลายแบบเปลี่ยนโครงสรางโมเลกุลใหเปนสารมัธยันตชนิดอื่นๆ (transformation)  มีรายงานวา
แบคทีเรียบางชนิดเทานั้นที่สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนเพื่อเปนแหลงพลังงานและคารบอน 
(Cerniglia, 1992) 

Schocken และ Gibson (1984)  รายงานวา Beijerinckia sp. สายพันธุ B1 ที่ยอยสลาย
ไบฟนิล  สามารถยอยสลายอะซีแนพธีนรวมกับอะซีแนพธิลีนแบบโคออกซิเดชันได  การศึกษาการ
ออกซิไดซของอะซีแนพธิลีนจากการติดตามการสะสมของสารมัธยันตโดยมีไบฟนิลเปนสารเหนี่ยว
นํา พบวามีการเติมออกซิเจนเขายังสวนวงไซโคลเพนทีนของอะซีแนพธิลีนโดยการเรงปฏิกิริยาของ
ไดออกซิจีเนสไดเปน ซิส-1,2-อะซีแนพธีนไดออล (cis-1,2-acenaphthenediol) 1,2-ไดไฮดรอกซี
อะซีแนพธิลีน (1,2-dihydroxyacenaphthylene)  โดยไดผลิตภัณฑสุดทายเปนอะซีแนพธีนควิโนน 
(acenaphthenequinone) ตามลําดับ จากผลดังกลาวแสดงวายังไมเกิดการแตกวงไซโคลเพนทีน 
ของอะซีแนพธิลีนเพื่อใชอะซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานได   

Komatsu และคณะ (1993) ไดรายงานวา Pseudomonas sp. สายพันธุ A4  สามารถ
ยอยสลายอะซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานได  และเมื่อศึกษาสารมัธยันตที่สะสมใน
น้ําเลี้ยงเชื้อพบการสะสมของ กรด 1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก (1,8-naphthalene 
dicarboxylic acid)  แสดงวาเชื้อสายพันธุนี้สามารถทําการแตกวงไซโคลเพนทีนในโครงสราง    
ของอะซีแนพธิลีนได    

Selifonov และคณะ (1996) ไดทําการวิเคราะหสารมัธยันตที่สะสมในน้ําเลี้ยงเชื้อของสาย
พันธุรีคอมบิแนนทของ Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1 (pRE695) ที่ไดรับยีน
ประมวลรหัสเอนไซมไดออกซิจีเนสจากพลาสมิด NAH7 เพื่อทํานายวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิ  
ลีน  พบวาขั้นแรกของปฏิกิริยาอะซีแนพธิลีนจะถูกออกซิไดซดวยเอนไซมไดออกซิจีเนสเหมือนกับ
ที่เคยคนพบแลวในแบคทีเรียสวนใหญ ไดเปน ซิส-1,2-อะซีแนพธีนไดออล ซึ่งจะถูกเปลี่ยนตอไป
เปน 1,2-ไดไฮดรอกซีอะซีแนพธิลีน และ 1-ไฮดรอกซี-2-คีโตอะซีแนพธีน  สารมัธยันตทั้งสองชนิด
จะถูกออกซิไดซตอไปเปนอะซีแนพโธ-1,2-ควิโนน และ กรด 1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก ตาม
ลําดับ  
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ศิริวัตร ปุณฑริกพันธ (2545) ศึกษาสายพันธุกลายของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
ที่ผานการกลายพันธุดวยทรานสโปซอน Tn5 ใหมีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน  
พบวามีสายพันธุ A53 สะสมอะซีแนพธีนควิโนน  สายพันธุ B1 สะสมกรด 1,8-แนพธาลีนไดคาร
บอกซิลิก สายพันธุ B5 สะสมกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดเจนทิสิก)    จากการวิเคราะห
สารมัธยันตสามารถทํานายวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
นาจะใชวิถีเดียวกับ Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1  ในการยอยสลายอะซีแนพธิ
ลีนไปจนถึงกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก และยังพบวากรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก
นาจะยอยสลายจนกระทั่งไดกรดเจนทิสิก 
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รูปที่ 2.5  วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 1) Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ 
PAO1(Selifonov และคณะ, 1996) 2) Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 (ศิริวัตร ปุณฑริก
พันธุ, 2545; Poonthrigpun และคณะ, 2003) 
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2.1.3 ยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAH 
 
2.1.3.1 ยีนในกลุมคลาย nah (nah-like) 
 

Yen และ Gunsalus (1982) ไดรายงานวาพลาสมิด NAH7 ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย
แนพธาลีนของ P. putida สายพันธุ G7 มีการจัดเรียงตัวของยีนเปน 2 โอเปอรอน (operon) คือ  
โอเปอรอน nah ประกอบดวย nahABFCED ประมวลรหัสสําหรับเอนไซมในสวน upper pathway 
โดยทําหนาที่ในการยอยแนพธาลีนไปเปนซาลิไซเลท และ โอเปอรอน sal ประกอบดวย 
nahGHINLJK ที่ประมวลรหัสสําหรับเอนไซมในสวน lower pathway โดยทําหนาที่ในการยอย   
ซาลิไซเลทผานทางคะทีคอลและยอยสลายตอจนกระทั่งไดเปนไพรูเวทและอะซีทัลดีไฮด ดังแสดง
ในรูปที่ 2.6  โดยมีระบบยีนควบคุม (regulatory genes)  คือ nahR ซึ่งมีตําแหนงอยูระหวาง      
โอเปอรอน nah และ sal  โดยมีการจัดเรียงตัวของยีนในทิศทางตรงกันขาม  ทําหนาที่ควบคุมการ
ทํางานของ 2  โอเปอรอน ซึ่งตองการตัวเหนี่ยวนํา (inducer) ไดแก ซาลิไซเลท และผลิตภัณฑจาก
ยีนควบคุม nahR (Yen และ Gunsalus, 1982; Schell, 1983)  
 
 

 
รูปที่ 2.6  การจัดเรียงตัวของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนและระบบควบคุม
การทํางานของยีน (Yen และ Gunsalus, 1982) nahA: แนพธาลีนไดออกซิจีเนส  nahB: 
แนพธาลีนไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส  nahC: ไดไฮดรอกซีแนพธาลีนไดออกซิจีเนส  
nahD: HCCA ไอโซเมอเรส  nahE: tHBPA ไฮดราเทส-อัลโดรเลส  nahF: ซาลิไซลัลดีไฮด
ดีไฮโดรจีเนส  nahG: ซาลิไซเลทไฮดรอกซีเลส  nahH: คะทีคอล-2,3-ไดออกซิจีเนส  nahI: 
2-ไฮดรอกซีมิวโคนิกเซมิอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส  nahJ: 2-ไฮดรอกซีมิวโคเนทดไีฮโดรจีเนส  
nahK: 4-ออกซาโลโครโตเนทดีคารบอกซิเลส  nahL: 2-ออกโซเพนท-4-อีโนเอทไฮดราเทส  
nahN: 2-ไฮดรอกซีมิวโคนิกเซมิอัลดีไฮดไฮโดรเลส 
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การศึกษาวิถีการยอยสลาย PAHs  สวนใหญมักรายงานถึง Pseudomonas สายพันธุ
ตางๆ ที่ยอยสลายแนพธาลีนและฟแนนทรีน  การจัดเรียงตัวของยีนที่เกี่ยวของรวมทั้งลําดับนิวคลี
โอไทดของยีนคลายกับ nah ซึ่งประมวลรหัสเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนของ  
P. putida สายพันธุ G7  มากกวา 90% (Simon และ คณะ, 1993) จึงเรียกยีนกลุมนี้วายีนกลุม
คลาย nah (nah-like)   ตัวอยางยีนในกลุมนี้ที่มีการศึกษาไดแก  ndo ของ P. putida สายพันธุ 
NCIB9816 (Kurkela และคณะ, 1988)  dox ของ Pseudomonas สายพันธุ C18 (Denome และ
คณะ, 1993)  pah ของ P. aeruginosa สายพันธุ PaK1 (Takizawa และคณะ, 1994)  pah ของ 
P. putida สายพันธุ OUS82 (Kiyohara และคณะ, 1994)  nah ของ P. putida สายพันธุ 
NCIB9816-4 (Simon และคณะ, 1993)   และ nah ของ P. stutzeri สายพันธุ AN10 (Bosch และ
คณะ, 1999)  เปนตน  ตัวอยางการเรียงของยีนกลุมคลาย nah ในวิถีบนของการยอยสลาย    
แนพธาลีน ดังแสดงในรูปที่ 2.7 

 
รูปที่ 2.7  การเรียงตัวของยีนกลุมคลาย nah ในสวนวิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีน 
ของ Pseudomonas สายพันธุตางๆ ไดแก P. putida สายพันธุ NCIB9816, P. putida สาย
พันธุ G7, P. putida สายพันธุ NCIB9816-4, Pseudomonas sp. สายพันธุ C18,                 
P. aeruginosa สายพันธุ PaK1, P. putida สายพันธุ OUS82 , P. stutzeri สายพันธุ AN10 
ตามลําดับ (ดัดแปลงจาก Habe และ Omori, 2003) nahA: แนพธาลีนไดออกซิจีเนส  
nahB: แนพธาลีนไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส  nahC: ไดไฮดรอกซีแนพธาลีนไดออกซิจี
เนส  nahD: HCCA ไอโซเมอเรส  nahE: tHBPA ไฮดราเทส-อัลโดรเลส  nahF: ซาลิไซลัล
ดีไฮดดีไฮโดรจีเนส 
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นอกจากการศึกษายีนในกลุมคลาย nah แลว  ปจจุบันไดมีรายงานเกี่ยวกับยีนที่มีความ
แตกตางจากยีนในกลุมคลาย nah เพิ่มข้ึน ตัวอยางการเรียงตัวของยีนในกลุมนี้ดังแสดงในรูปที่ 
2.8 

 
รูปที่ 2.8  กลุมยีนที่มีการเรียงตัวแตกตางจากกลุมคลาย nah ไดแก nah ของ 
Comamonas testosteroni สายพันธุ GZ42,  nag ของ Ralstonia sp. สายพันธุ U2 ,  phn 
ของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 (ดัดแปลงจาก Habe และ Omori, 2003) 
 
 
2.1.3.2 nah  ของ Comamonas testosteroni สายพันธุ GZ42   
 

Goyal และ Zylstra (1996)  รายงานวา Comamonas testosteroni สายพันธุ GZ42     
ที่ยอยสลายแนพธาลีน   เมื่อนํามาไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม nah   พบวาไมเกิดสัญญาณจาก
การไฮบริไดซ  แสดงวายีนของแบคทีเรียสายพันธุนี้มีความแตกตางจาก nah  เมื่อศึกษา          
รายละเอียดของยีนพบวามีความแตกตางจาก nah กลาวคือ พบ nahAc2 และ nahAd2             
ที่ประมวลรหัส α และ β subunit  แทรกอยูระหวาง nahAa และ nahAb ตามลําดับ 
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2.1.3.3. nag  ของ Ralstonia sp. สายพันธุ U2 
 

Zhou และคณะ (2001) ศึกษา nag ซึ่งจัดเรียงตัวเปนกลุมอยูบนพลาสมิดของเชื้อ 
Ralstonia sp. สายพันธุ U2 โดยประมวลรหัสเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนผาน
ทางเจนทิเสทประกอบดวยยีน 2 กลุม คือ กลุมแรกประกอบดวย nagAaGHAbAcAdBFCQED 
ซึ่งคลายกับยีนในสวนวิถีบนของพลาสมิด NAH7 ยกเวน nagGH  ที่มีตําแหนงแทรกอยูระหวาง 
nagAa และ nagAb  และบริเวณถัดลงมาจาก nagD มียีนอีก 1 กลุมที่ประกอบดวย nagJIKLMN 
ซึ่งประมวลรหัสเปนเอนไซมที่เกี่ยวของในวิถีการยอยสลายเจนทิเสท โดยคาดวายีนทั้งสองกลุมจะ
ถอดรหัสรวมกัน (cotranscribe) เปนโอเปอรอน 
 
2.1.3.4. phn ของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 
 

Laurie และ Lloyd-Jones (1999) ทําการศึกษา phn ใน Burkholderia sp. สายพันธุ 
RP007 ที่มีความสามารถในการยอยสลายแนพธาลีนและฟแนนทรีน  พบวา phn มีลําดับนิวคลีโอ
ไทดและการจัดเรียงตัวของยีนที่แตกตางจากยีนในกลุมคลาย nah  โดย phn มีการจัดเรียงตัวเปน
กลุมดังนี้ phnFECDAcAdB  ในขณะที่ยีนในกลุมคลาย nah มีการจัดเรียงตัว ดังนี้ 
nahAaAbAcAdBFCQED ตามลําดับ  สิ่งที่แตกตางอยางชัดเจนนอกจากการจัดเรียงตัวของยีน
คือพบ phnAcAd  ซึ่งประมวลรหัสสําหรับไดออกซิจีเนสในสวน α และ β subunit  แตขาดยีน
สวนที่ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินและรีดักเทส  นอกจากนี้ยังพบวา PhnB (ดีไฮโดรจีเนส) มีความ
คลายกับดีไฮโดรจีเนสในวิถีการยอยสลายไบฟนิลมากกวาวิถีการยอยสลายแนพธาลีนและ         
ฟแนนทรีน  สวน PhnC จัดอยูใน  Class III extradiol dioxygenase ซึ่งเปนเอนไซมกลุมใหม  
และมียีนควบคุมเปน phnR และ phnS  แทน nahR ของ P. putida สายพันธุ G7 
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2.1.3.5 ยีนสําหรับการยอยสลาย PAHs ใน Sphingomonas sp. 
 

Romine และคณะ (1999) รายงานวา Sphingomonas aromaticivorans สายพันธุ 
F199 (ปจจุบันเปลี่ยนชื่อเปน Novosphingobium aromaticivorans สายพันธุ F199; Takeuchi 
และคณะ, 2001)  มีพลาสมิด pNL1 ขนาด 184 กิโลเบส ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสาร          
อะโรมาติกหลายชนิดจาก Sphingomonas aromaticivorans สายพันธุ F199 โดยยีนที่พบเกี่ยว
ของกับการยอยสลายสาร  ไบฟนิล  แนพธาลีน  เมตา-ไซลีน  พารา-ครีซอล  กระจายอยูใน    
พลาสมิด  จากการระบุตําแหนงของยีนตางๆ พบวายีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนที่
พบในแบคทีเรียสายพันธุนี้ ไดแก nahE  nahD  และ nahF มีการกระจายตัวอยูหางกันและถูกคั่น
ดวยยีนจากวิถีการยอยสลายสารอื่น  เมื่อเปรียบเทียบความเหมือนในระดับกรดอะมิโนของยีนทั้ง 
3  กับกรดอะมิโนที่ประมวลรหัสจากยีนในกลุมที่คลาย nah พบวาเปอรเซ็นตความเหมือนคอนขาง
ต่ํา แตเนื่องจากเชื้อสายพันธุนี้สามารถยอยสลายแนพธาลีนเปนซาลิไซเลทได  แสดงวายีนในสวน   
วิถีบนที่ขาดหายไปนาจะเกิดจากการทดแทนการทํางานโดยยีนที่ประมวลรหัสสําหรับเอนไซมใน
วิถีการยอยสลายสารอื่น เชน วิถีการยอยสลายไบฟนิลที่สามารถเรงปฏิกิริยาไดกับสับสเตรทอื่นๆ 
ที่มีโครงสรางคลายกัน สวนในวิถีลางนั้นไมพบ nahG ที่จําเปนสําหรับการยอยสลายแนพธาลีน
ผานทางคะทีคอล  แสดงวาการยอยสลายแนพธาลีนในสวนวิถีลางของสายพันธุนี้อาจจะไมผาน
วิถีการยอยสลายคะทีคอล  หรืออาจจะมีเอนไซมใหมที่เกี่ยวของกับวิถีการยอยสลายคะทีคอล 
 
2.2  ออกซิจีเนส (Oxygenase) 
 
 ออกซิจีเนสเปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนยังสารประกอบอินทรีย ออกซิจี   
เนสมีหลายชนิด  ซึ่งแตกตางกันทางโครงสราง กลไกการทํางาน  และความตองการโคเอนไซม 
(coenzyme) ในการเรงปฏิกิริยา  โดยสามารถจําแนกออกซิจีเนสได 2 กลุม ตามลักษณะการเรง
ปฏิกิริยาคือ โมโนออกซิจีเนส (monooxygenase)  และ ไดออกซิจีเนส (dioxygenase) ซึ่งเอนไซม
จะเรงปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนหนึ่งและสองอะตอมเขายังโมเลกุลของสับสเตรทตามลําดับ     แต
การจําแนกกลุมของออกซิจีเนสเปนโมโนออกซิจีเนสหรอืไดออกซิจีเนส โดยใชความแตกตางของ
ลักษณะการเรงปฏิกิริยานั้นยังไมชัดเจน (Mason และ Cammack, 1992; Butler และ Mason, 
1997)   เนื่องจากมีรายงานกลาววาโทลูอีนไดออกซิจีเนสและแนพธาลีนไดออกซิจีเนสสามารถเรง
ปฏิกิริยาโมโนออกซิจีเนสได  โดยสามารถออกซิไดส indene และ indan ไปเปน 1-indanol และ  
1-indanol ตามลําดับ (Wackett และคณะ, 1988; Brand และคณะ, 1992) 
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ไดออกซิจีเนสมีบทบาทสําคัญในการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติกในหลายขั้นตอน  
โดยสามารถจําแนกไดออกซิจีเนสตามลักษณะของการเรงปฏิกิริยา  ไดเปน 2 กลุม  คือ 
 1. ไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน  เอนไซมนี้ตองการโคแฟกเตอร เชน NADH 
หรือ NADPH ในปฏิกิริยาการเติมออกซิเจนยังวงอะโรมาติก  ไดผลิตภัณฑเปน ซิส-ไดออล (cis-
diol)  ตัวอยางเอนไซมในกลุมนี้ เชน แนพธาลีนไดออกซิจีเนส  ดังแสดงในรูปที่ 2.9 
 
 

 
รูปที่ 2.9  การเรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันโดยแนพธาลีนไดออกซิจีเนส 
 
 

2. ไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาการแตกวงอะโรมาติก  เอนไซมในกลุมนี้ไมตองการโคแฟก
เตอร  ในปฏิกิริยาการแตกวงอะโรมาติกของสารอนุพันธไฮดรอกซิล (ได- หรือ ไตร-)  ตัวอยาง
เอนไซมในกลุมนี้ เชน  คะทีคอล-1,2-ไดออกซิจีเนส  ดังแสดงในรูปที่ 2.10 
 
 

รูปที่ 2.10  การเรงปฏิกิริยาการแตกวงอะโรมาติกโดยคะทีคอล-1,2-ไดออกซิจีเนส 
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+ O2 + NADH + H+
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OH 

OH 
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2.2.1  โครงสรางของ Ring-Hydroxylating Dioxygenase 
 
 การศึกษาระบบการทํางานของเอนไซม ring-hydroxylating dioxygenase มีการศึกษา 
กันอยางกวางขวาง   โดยรายงานแรกของ Gibson และคณะ (1968, 1970) ไดรายงานไดออกซิจี
เนสของ Pseudomonas putida  ที่เรงปฏิกิริยาออกซิไดสเบนซีนไปเปน ซิส-1,2-ไดไฮดรอกซี-    
ไซโคลเฮกซะ-3,5-ไดอีน (cis-1,2-dihydroxy-cyclohexa-3,5-diene)  จึงทําใหมีการศึกษาไดออก
ซิจีเนสจากจุลินทรียอ่ืนๆ อยางกวางขวาง   ไดออกซิจีเนสจัดเปน non-heme iron dioxygenase  
ซึ่งสามารถออกซิไดสสารประกอบอะโรมาติกไดเปน ซิส-ไดไฮโดรไดออล หรือ กรด ซิส-ไดออล       
คารบอกซิลิก  
 ring-hydroxylating dioxygenase ทุกชนิดเปนระบบการทํางานของเอนไซมที่ประกอบ
ดวยโปรตีน 2-3 ชนิด  ที่ทําหนาที่เปนตัวรับสงอีเลคตรอน คือ iron-sulfur flavoprotein หรือ 
flavoprotein  และ iron-sulfur ferredoxin  ซึ่งจะสงผานอีเลคตรอนไปยังเทอรมินัลออกซิจีเนส   
ดังแสดงในรูปที่ 2.11 
 

 
 
รูปที่ 2.11 การจัดเรียงของระบบการทํางานรวมกันของ ring-hydroxylating dioxygenase 
(Butler และ Mason, 1997) 
 
 
 
 



 19

Batie และคณะ (1992)  จึงไดจําแนกไดออกซิจีเนสออกเปน 3  กลุม  ตามความแตกตาง
ของจํานวนและขนาดของ subunit ในสวนเทอรมินัลออกซิจีเนส และรีดักเทส คือ 
 1.  Class I เปนไดออกซิจีเนสที่ประกอบดวย 2 สวน  คือ รีดักเทส และเทอรมินัลออกซิจี 
เนส โดย Class I สามารถแบงเปนกลุมยอยตามหมูพรอสธีทิก (prosthetic group) ในสวน          
รีดักเทส ไดเปน 2 กลุมยอย  คือ Class IA และ Class IB ซึ่งมี FAD และ FMN  ตามลําดับ 
 2.  Class II เปนไดออกซิจีเนสที่ประกอบดวย 3 สวน คือ รีดักเทส เฟอรรีดอกซิน และ
เทอรมินัลออกซิจีเนส  โดยสามารถแบงไดเปน 2 กลุมยอยตามประเภทของ [2Fe-2S] cluster คือ 
Class IIA และ Class IIB ซึ่งมี [2Fe-2S] cluster เปน plant-type iron sulfur และ Rieske-type 
iron sulfur ตามลําดับ 
 3.  Class III เปนไดออกซิจีเนสที่ประกอบดวย 3 สวน คือ รีดักเทส เฟอรรีดอกซิน และ
เทอรมินัลออกซิจีเนส  โดย [2Fe-2S] cluster ในของกลุมนี้จัดเปน Rieske-type iron sulfur       
ดังแสดงในรูปที่ 2.12 
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รูปที่ 2.12  แสดงสวนประกอบตางๆ ของเอนไซมไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิ
เลชันในแตละกลุม (Butler และ Mason, 1997) 
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Warlen และคณะ (1996) ไดจําแนกกลุมไดออกซิจีเนสใหมโดยใชขอมูลของลําดับ     
กรดอะมิโนที่บริเวณเรงปฏิกิริยาของ α subunit  และชนิดของสับสเตรท โดยสามารถจําแนก     
ไดออกซิจีเนสได 4 กลุม  ดังแสดงในรูปที่ 2.13  คือ  

1. กลุมโทลูอีน/ไบฟนิล  เปนไดออกซิจีเนสจากแบคทีเรียแกรมลบและแกรมบวก  ที่ใชใน
การยอยสลาย  โทลูอีน  เบนซีน  ไอโซโพรพิลเบนซีน  คลอโรเบนซีน  และไบฟนิล   

2. กลุมแนพธาลีน เปนไดออกซิจีเนสจากแบคทีเรียแกรมลบ  ที่ใชในการยอยสลาย     
แนพธาลีน  ฟแนนทรีน  ไนโตรเบนซีน  และไนโตรโทลูอีน   

3. กลุมเบนโซเอท  เปนไดออกซิจีเนสที่ใชในการยอยสลาย  เบนโซเอท  โทลูเอท         
แอนธานิเลท  2-คลอโรเบนโซเอท  ไตรคลอโรฟนอกซีอะซีเตท  และ  ไอโซโพรพิลเบนโซเอท 
 โดยไดออกซิจีเนสทั้ง 3 กลุมนี้  จะมีโครงสรางเปน heteromultimer ที่ประกอบดวย α 
และ β subunit 
  4.  กลุมพธาเลท  เปนเอนไซมกลุมใหญที่มีความหลากหลาย  โดยมีโครงสรางเปน  αn   
ซึ่งเอนไซมกลุมนี้จะสามารถเรงปฏิกิริยาไดทั้งไมโนออกซิจีเนส  และไดออกซิจีเนส 
 นอกจากนี้ยังพบวาไดออกซิจีเนสบางตัวที่ยอยสลายสาร PAHs ชนิดเดียวกัน  แตไม
จัดอยูในไดออกซิจีเนสทั้ง 4 กลุม   เนื่องจากมีลําดับกรดอะมิโนที่บริเวณเรงแตกตางกัน เชน    
แนพธาลีนไดออกซิจีเนสของ Rhodococcus sp. 

รูปที่ 2.13  การจัดกลุมไดออกซิจีเนสโดยใชขอมูลของลําดับกรดอะมิโนของ α subunit 
(Warlen และคณะ, 1996) 



 22

2.2.2  ระบบขนสงอีเลคตรอน (Electron transport system) 
 
1. รีดักเทส (reductase component) 

รีดักเทสเปนโปรตีนหนวยแรกที่ทําหนาที่สงผานอีเลคตรอน  โดยจะรับอีเลคตรอนจาก 
NADH ไปสงยังรีดอกซเซ็นเตอรที่อยูถัดไป   โดยสวนรีดักเทสนี้สามารถรับอีเลคตรอนจาก NADH 
ไดคร้ังละ 2  อีเลคตรอน  แตสามารถสงผานอีเลคตรอนไปยังรีดอกซเซ็นเตอรถัดไป  ไดเพียงครั้ง
ละ 1 อีเลคตรอนเทานั้น 

  
2. เฟอรรีดอกซิน (ferredoxin component) 

เฟอรรีดอกซินทําหนาที่เปนตัวรับอีเลคตรอนจากสวนรีดักเทส ไปสงยังเทอรมินัลออกซิจี 
เนส   โดยสวนเฟอรรีดอกซินนี้จะพบเฉพาะใน Class II และ Class III เทานั้น 

 
3. เทอรมินัลออกซิจีเนส (terminal oxygenase) 

เทอรมินัลออกซิจีเนส  ประกอบดวย [2Fe-2S] cluster และ mononuclear non-heme 
iron (Fe2+)  ซึ่งเปนตําแหนงที่สับสเตรทมาจับและเกิดการเรงปฏิกิริยา   โดย Class IA ในสวน
เทอรมินัลออกซิจีเนส จะพบเฉพาะ α subunit   ในขณะที่ Class IB  ประกอบดวย α และ β 
subunit ที่มีโครงสรางเปน α3β3    สวน Class II และ Class III มีทั้ง α และ β subunit ที่มีโครง
สรางเปน α2β2 และ α3β3    โดยในสวนเทอรมินัลออกซิจีเนส จะมีหนึ่ง [2Fe-2S] cluster ตอ αβ 
dimer หรือ α monomer 
  

การขนสงอีเลคตรอนในสวนประกอบตางๆ ของ ring-hydroxylating dioxygenase     
เกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันและรีดักชันของ Fe ใน [2Fe-2S] cluster  ซึ่งจะทําหนาที่รับและสง         
อีเลตรอนไปยังรีดอกซเซ็นเตอรที่อยูถัดไป  โดยสามารถจําแนก [2Fe-2S] cluster ตามลักษณะ
กายภาพไดเปน 2 กลุม  คือ  Plant-type [2Fe-2S] cluster   และ  Rieske-type [2Fe-2S] cluster  
(Butler และ Mason, 1997) 
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2.2.3 แนพธาลีนไดออกซิจีเนส 
 
 แนพธาลีนไดออกซิจีเนสของ Pseudomonas sp. สายพันธุ NCIB9816-4  เปนเอนไซมที่
ใชเปนตนแบบของเอนไซมในกลุม  Rieske non-heme iron oxygenase   เนื่องจากเปนเอนไซมที่
มีการศึกษาแงมุมตางๆ อยางกวางขวาง  การเรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันของแนพธาลีนไดออกซิจี
เนส  เร่ิมจากการสงผานอีเลคตรอนจาก NADH หรือ NADPH ไปยังรีดักเทส ที่ประกอบดวย FAD 
และ [2Fe-2S]  cluster และสงไปยัง [2Fe-2S] cluster ของเฟอรรีดอกซิน  จากนั้นอีเลคตรอนจะ
สงตอไปยังเทอรมินัลออกซิจีเนส ที่ประกอบดวย 3[2Fe-2S]  และ 3Fe 2+  ซึ่งเปนสวนที่เรงปฏิกิริยา
การเติมออกซิเจน 2 อะตอมเขายังวงเบนซีนของแนพธาลีน  ดังแสดงในรูปที่ 2.14 (Parales และ
คณะ, 2003)  โดยเทอรมินัลออกซิจีเนสของแนพธาลีนไดออกซิจีเนสมีโครงสรางเปน α3β3        
ดังแสดงในรูปที่ 2.15 (Kauppi และคณะ, 1998) 
 

 
 
รูปที่ 2.14  การเรงปฏิกิริยาและโครงสรางของระบบการทํางานของแนพธาลีนไดออกซิจี
เนส  (Parales และคณะ, 2003) 
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รูปที่ 2.15  โครงสรางสวนเทอรมินัลออกซิจีเนสของแนพธาลีนไดออกซิจีเนส (Kauppi 
และคณะ, 1998) 
 
 
2.2.3.1  หนาที่ของ α และ β subunit ในการเรงปฏิกิริยา  

 
การศึกษาหนาที่การทํางานของ α  และ β subunit  พบวากรดอะมิโนที่บริเวณเรงของ    

α subunit ในแนพธาลีนไดออกซิจีเนส  ทําหนาที่ควบคุมความจําเพาะของเอนไซมตอสับสเตรท  
โดย α แตละหนวยประกอบดวย 2 domain  คือ   
1.  Rieske domain  ซึ่งมี [2Fe-2S] โดย Fe3+ อะตอมแรกจะเกิดพันธะซัลไฟดกับกรดอะมิโน 
Cys-81  Cys-101  ในขณะที่ Fe3+ อีกอะตอมจะเกิดพันธะซัลไฟดกับกรดอะมิโน His-83  และ  
His-104  
2.  catalytic domain  ซึ่งมี Fe2+ ที่บริเวณเรง  จะเกิดพันธะไฮโดรเจนกับกรดอะมิโน His-208  
His-213  Asp-362  และโมเลกุลของน้ํา  ดังแสดงในรูปที่ 2.16  
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ก.) 
      9816-4 NahAc  FLNV C R H RGKTLVSVEAGNAKGFV C SY H GWGFGSNGELQS 

   DNT DntAc  FLNV C R H RGKTIVDAEAGNAKGFV C GY H GWGYGSNGELQS 
  JS42 NtdAc  FLNV C R H RGKTLVHTEAGNAKGFV C GY H GWGYGSNGELQS 
 LB400 BphA   FLNQ C R H RGMRICRSDAGNAKAFT C SY H GWAYDIAGKLVN 
 KF707 BphA1  FLNQ C R H RGMRICRSDAGNAKAFT C SY H GWAYDIAGKLVN 
KKS102 BphA1  FLNQ C R H RGMRICRSDAGNAKAFT C TY H GWAYDIAGNLVN 
  PpF1 TodC1  FLNQ C R H RGMRICRADAGNAKAFT C SY H GWAYDTAGNLVN 
   P51 TcbAa  FLNQ C R H RGMRICRSDAGNAKAFT C SY H GWAYDTAGNLVN 

 
 

ข.)  
9816-4 NahAc  ENFVGDAY H VGWT. H ASSLRSG   RTFGPAGFWESD D NDNMETAS 
DNT    DntAc  ENFVGDIY H IGWT. H ASILRAG   RSTGPAGYWESD D NDNM.VLS 
JS42   NtdAC  ENFVGDIY H VGWT. H AAALRAG   RSIGPAGFWESD D NDNMETLS 
KKS102 BphA1  EQFCSDMY H AGTMS H LSGVLSS   FTFNQGGTYEQD D GENWVEVQ 
KF707  BphA1  EQFCSDMY H AGTMS H LSGILAG   RTFSAGGVFEQD D GENWVEIQ 
LB400  BphA   EQFCSDMY H AGTTT H LSGILAG   RNFSAGGVFEQD D GENWVEIQ 
F1     TodC1  EQFCSDMY H AGTTS H LSGILAG   RSFSAGGVFEQD D GENWVEIQ 
P51    TcbAa  EQFCSDAY H AGTTS H LSGILAG   RNFSAGGVFEQD D GENWVEIQ 
 

 
 
 
 
 
รูปที่ 2.16  การเปรียบเทียบความเหมือนของยีนและการหาบริเวณอนุรักษของกรด     
อะมิโนที่จับกับ Fe2+ ใน Rieske center ของ α subunit  ก) บริเวณอนุรักษของกรดอะมิโน
ที่จับกับ [2Fe-2S]  ข) บริเวณอนุรักษของกรดอะมิโนที่จับกับ Fe2+ ที่บริเวณเรงเกิดเปน
สาร 2-His-1-carboxylate  9816-4: NahAc ของแนพธาลีนไดออกซิจีเนสจาก 
Pseudomonas sp. NCIB9816-4, DNT: DntAc ของ 2,4-ไดไนโตรโทลูอีนไดออกซิจี       
เนสจาก Burkholderia sp. DNT, JS42: NtdAc ของ 2-ไนโตรโทลูอีนไดออกซิจีเนสจาก 
Pseudomonas sp. JS42, KKS102: BphA1 ของไบฟนิลไดออกซิจีเนสจาก Pseudomonas 
sp. KKS102, KF707: BphA1 ของไบฟนิลไดออกซิจีเนสจาก Pseudomonas sp. KF707, 
LB400: BphA ของไบฟนิลไดออกซิจีเนสจาก Burkholderia sp. LB400, F1: TodC1 ของ  
โทลูอีนอีนไดออกซิจีเนสจาก Pseudomonas sp. F1, P51: TcbAa ของไตรคลอโรเบนซีน
ไดออกซิจีเนสจาก Pseudomonas sp. P51 

81 83 101 104 

208 213 362 
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Kauppi และคณะ (1998)  ศึกษาโครงสรางผลึกแนพธาลีนไดออกซิจีเนสของ 
Pseudomonas sp. สายพันธุ NCIB9816-4  ในสวนเทอรมินัลออกซิจีเนส  พบวามีโครงสรางเปน 
α3β3   โดย α subunit  จะจับกับ β subunit  ดวยพันธะไฮไดรเจน  และบริเวณเรงการเกิด
ปฏิกิริยาประกอบดวย [2Fe-2S] cluster และ Fe2+ ของ α subunit คนละหนวยที่อยูใกลกัน    
โดยมีกรดอะมิโน Asp-205 จะเกิดพันธะไฮโดรเจนกับ His-104 ซึ่งจับกับ [2Fe-2S] cluster ของ 
α subunit หนึ่ง   และ His-208 ที่จับ Fe2+ ของ α subunit ที่อยูใกลเคียง  ทําหนาที่สําคัญในการ
สงผานอีเลคตรอนระหวาง α subunit  ดังแสดงในรูปที่ 2.17 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.17  การสงผานอีเลคตรอนระหวาง α subunit  (Kauppi และคณะ, 1998)   
 
 ปจจุบันยังไมทราบหนาที่แนนอนของ β subunit ในการเรงปฏิกิริยาของแนพธาลีนไดออก
ซิจีเนส   จากการศึกษาพบวาเฉพาะ  α subunit ของแนพธาลีนไดออกซิจีเนส  2-ไนโตรโทลูอีน  
ไดออกซิจีเนส และ 2,4- ไดไนโตรโทลูอีนไดออกซิจีเนสเทานั้น  ที่ควบคุมความจําเพาะของเอนไซม
ตอสับสเตรท  ในขณะที่ β subunit  ไมเกี่ยวของกับการเรงปฏิกิริยา  หรือความจําเพาะของ
เอนไซมตอสับสเตรท (Kauppi และคณะ, 1998; Parales และคณะ, 2003) 
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 นอกจากการศึกษาแนพธาลีนไดออกซิจีเนสแลว  ปจจุบันไดมีรายงานไดออกซิจีเนสที่
เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs ชนิดอื่น เชน 
 Laurie และ Lloyd-Jones (1999)  ศึกษา phnAcAd  ซึ่งประมวลรหัสเปน α subunit  
และ β subunit  ของฟแนนทรีนไดออกซิจีเนสใน Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 ที่สามารถ
ยอยสลายฟแนนทรีน  พบ phnAc  ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับ α subunit ของยีนกลุม
คลาย nahAc เทากับ 56%   ในขณะที่ phnAd มีความเหมือนกับ nahAd เพียง 32-36%  โดย
ขาดยีนสวนที่ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินและรีดักเทส  แตการทํางานของฟแนนทรีนไดออกซิจีเนส
ยังคงปกติ 

Saito และคณะ (2000)  ศึกษา phdABCD  ซึ่งประมวลรหัสเปน α subunit  β subunit  
เฟอรรีดอกซิน และรีดักเทส  ของฟแนนทรีนไดออกซิจีใน Nocardiodes sp. สายพันธุ KP7  ที่
สามารถยอยสลายฟแนนทรีนผานทางพธาเลท   พบวา phdAB ที่ประมวลรหัส α และ β  subunit  
ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับ narAaAb และ nidAB ที่ประมวลรหัส α และ β  subunit ของ 
Rhodococcus sp. สายพันธุ NCIMB12038 และ Rhodococcus sp. สายพันธุ I24 เทากับ    
52-56%   และยังพบวาลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับยีนที่ประมวลรหัส α subunit และ          
β subunit ของไดออกซิจีเนสชนิดอื่นๆ ต่ํากวา 40%   phdC ที่ประมวลรหัสสวนเฟอรรีดอกซินจัด
เปน [3Fe-3S] type หรือ [4Fe-4S] type  ซึ่งแตกตางจากไดออกซิจีเนสชนิดอื่นที่จัดเปน [2Fe-2S] 
type   นอกจากลําดับกรดอะมิโนของ α และ β subunit และชนิดของเฟอรรีดอกซินที่แตกตางกับ
ไดออกซิจีเนสชนิดอื่นแลว  ยังพบวาการเรียงตัวของยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสก็แตกตางกับ  
ไดออกซิจีเนสอื่นที่เรียงตัวเปนกลุม  โดยพบ phdGH  ที่ประมวลรหัสไฮดราเทส-อัลโดเลส และ  
อัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนสแทรกอยูระหวางยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนส คือ phdABGHCD 
 Khan และคณะ (2001)  รายงาน Mycobacterium sp. สายพันธุ PYR-1  ที่สามารถยอย
สลาย ไพรีน  ฟลูออแรนทรีน  แอนทราซีน  เบนโซ (เอ) ไพรีน พบ nidAB ซึ่งประมวลรหัสเปน α 
subunit  และ β subunit ของไดออกซิจีเนส  nidA ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับยีนประมวล
รหัส α subunit ของ Nocardiodes sp. สายพันธุ KP7 Rhodococcus sp. สายพันธุ 
NCIMB12038  และสายพันธุ I24  ประมาณ 42-50%  ในขณะที่ nidB ลําดับกรดอะมิโนมีความ
เหมือนกับยีนประมวลรหัส β subunit ของ Nocardiodes sp. สายพันธุ KP7 เทากับ 56%  และ 
Rhodococcus sp. สายพันธุ I24 เทากับ 43-46%  โดยขาดยีนสวนที่ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซิน
และรีดักเทส  และพบวาการเรียงตัวของ nidBA ซึ่งไมมีรายงานในไดออกซิจีเนสของแบคทีเรียอื่นๆ  
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 จากรายงานที่กลาวมาพบวาแบคทีเรียสวนใหญมียีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยว
ของกับการยอยสลาย PAHs เพียง 1 ชุด  นอกจากนี้ยังพบวามีแบคทีเรียบางชนิดมียีนประมวล
รหัสไดออกซิจีเนสมากกวา 1 ชุด เชน  Romine และคณะ (1999) รายงานวา Novosphingobium 
aromaticivorans สายพันธุ F199  ที่สามารถยอยสลายไบฟนิล  แนพธาลีน  เมตา-ไซลีน  พารา-
ครีซอล มียีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสในสวน α subunit  และ β subunit 6 ชุด คือ         
[bphA1(a-f)] และ [bphA2(a-f)]  ในขณะที่พบในสวนเฟอรรีดอกซิน และรีดักเทสเพียง 1 ชุด คือ 
bphA3 และ bphA4   กระจายตัวอยูบนพลาสมิด pNL1 ขนาด 184 กิโลเบส 
 
2.2.4  การประยุกตใชไดออกซิจีเนส 
 

การบําบัดสาร PAHs ที่ปนเปอนในสิ่งแวดลอมโดยใชวิธีการบําบัดทางชีวภาพ การติด
ตามยีนไดออกซิจีเนสซึ่งเปนยีนสําคัญในการบงบอกขั้นตนถึงความสามารถในการยอยสลายสาร 
PAHs ทั่วไป  ดวยการติดตามความสามารถของเชื้อในการเปลี่ยนอินโดลไปเปนอินดิโก (Ensley 
และคณะ, 1983)  ซึ่งเปนประโยชนอยางยิ่งในการนําปฏิกิริยาดังกลาวมาประยุกตใชในการ
ทดลองเพื่อหาเชื้อที่ยอยสลายสาร PAHs  จากการทดลองหายีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสใน
ขั้นตน  โดยมีการนําเทคนิคทางพันธุศาสตรมาใชเพื่อตรวจหายีนประมวลรหัสไดออกซจิีเนสที่เกี่ยว
ของกับการยอยสลาย PAHs เชน เทคนิคไฮบริไดเซชัน (Hybridization)  ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ
เรส (Polymerase Chain Reaction, PCR)  การโคลน (Cloning)  และการกลายพันธุดวย   
ทรานสโปซอน (Transposon mutagenesis) โดยใชเทคนิคใดเทคนิคหนึ่งหรือใชหลายเทคนิครวม
กัน  

นอกจากนี้ยังมีการนําอะโรมาติกไฮโดรคารบอนไดออกซิจีเนสมาใชในการผลิตสารเคมีที่
ใชในภาคอุตสาหกรรม เพื่อลดปญหาของเสียที่เกิดจากภาคอุตสาหกรรมหรือที่เรียกวา Green  
chemistry (Kauppi และคณะ, 1998)  โดยนําไดออกซิจีเนสไดนํามาใชในการเรงปฏิกิริยาทาง   
ชีวภาพในการสังเคราะหสารเคมี ที่ไมสามารถสังเคราะหไดโดยวิธีทางเคมี  



บทที่  3 

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1  อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน MLS 3020 ของบริษัท Sunyo, Japan. 
2. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany. 
3. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) รุน WB 14 ของบริษัท 

Memmert, Germany. 
4. เครื่องชั่ง  รุน AG285 PG2002-S และ PB3002 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland. 
5. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน GenieII G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
6. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน BE 600 ของบริษัท Memmert, Germany. 
7. เครื่องหมุนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน Pico ของบริษัท Kendro, 

Germany. 
8. เครื่องหมุนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบริษัท 

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

9. ตูเขี่ยเชื้อ  รุน Clean model. V4 ของบริษัท LAB Service, Thailand. 
10. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Spectronic 20 Genesys ของบริษัท 

Thermo Spectronic, USA. 
11. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน ION-check10 ของบริษัท Radiometer, 

France. 
12. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –70 Oซ  รุน REVCO ULT 1786 ของบริษัท 

Forma Scientific , USA. 
13. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –20 Oซ รุน MDF-U536D ของบริษัท 

Sanyo Electric, Japan. 
14. ชุดเครื่องมือทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) 

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

15. ไมโครปเปต (micropipette) รุน P10  P20  P100  P200  P1000 และ P5000 ของบริษัท     
Gilson, France. 

16. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน MylabTH 
Thermo-Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea. 

17. ชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตท ขนาดความกวางรู 0.45 ไมโครเมตร  รุน DISMIC-
25SC ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 

18. กระบอกฉีดยาพลาสติก  ขนาด 5 มิลลิลิตร  ของบริษัท Nissho Nipro, Japan. 
19. หลอดเก็บเชื้อแชแข็ง (cryotube) ของบริษัท Nalgene, USA. 
20. ไนลอนเมมเบรน (nylon membrane) ของบริษัท Pall Bio Support, USA. 
21. กระดาษกรอง (filter paper) ของบริษัท Advantec, Japan. 
22. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, USA. 
23. อุปกรณสําหรับถายภาพ 

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

24.  ชุดคอมพิวเตอรสําหรับถายภาพ รุน UNIVERSAL HOOD ใชโปรแกรม Quantity One 
version 4.4.1 ของบริษัท  Bio- Rad, USA. 

 
3.2  เคมีภัณฑและชุดทดสอบสําเร็จ 
 
1. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
2. ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
3. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท IUAI, Japan. 
4. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท E Merck, Germany. 
5. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2 • 2H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
6. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท E Merck, Germany. 
7. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland. 
8. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท E Merck, Germany. 
9. กลีเซอรอล ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
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10. ฟนอล (phenol) ของบริษัท E Merck, Germany. 
11. น้ําตาลซูโครส (sucrose) ของบริษัท E Merck, Germany. 
12. สีบรอมฟนอลบลู (bromphenolblue) ของบริษัท Fluka, Germany. 
13. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, 

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

USA. 
15. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan. 
16. CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), [(C16H32N(CH3)3)Br] ของบริษัท TCI-EP, 

Japan. 
17. สารปฏิชีวนะ กานามัยซิน (kanamycin)  แอมพิซิลิน (ampicillin) ของบริษัท Nacalai 

tesque, Japan. 
18. เรสทริกชันเอนไซมทุกชนิดของบริษัท Promega, USA. 
19. 1 kb DNA ladder ของบริษัท NewEngland Biolabs, USA. 
20. 100 bp DNA ladder ของบริษัท NewEngland Biolabs, USA. 
21. Taq DNA polymerase ของบริษัท Promega, USA. 
22. KOD DNA polymerase ของบริษัท TOYOBO, Japan. 
23. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษัท Promega, USA.  
24. ไลเกส (ligase) ของบริษัท Promega, USA. 
25. อัลคาไลนฟอสฟาเทส (alkaline phosphatase) ของบริษัท Promega, USA. 
26. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA. 
27. Proteinase K ของบริษัท Sigma, USA. 
28. X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ของบริษัท Promega, USA. 
29. IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) ของบริษัท Wako, Japan. 
30. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit ของบริษัท Qiagen, Germany. 
31. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล Geneclean II Kit ของบริษัท BIO101, USA. 
32. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA Labeling and Detection 

Starter Kit I ของบริษัท Roche, Germany. 
33. ถุงไดแอลิซิส Cellu • Sep T3 ของบริษัท Membrane Filtration Products, USA. 
หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (analytical grade) 
 



 32

3.3  แบคทีเรีย 
 
 แบคทีเรียที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที่ 3.1 
 
ตารางที่ 3.1 แบคทีเรีย 
 

แบคทีเรีย จีโนไทป/ ฟโนไทป เอกสารอางอิง 
E. coli สายพันธุ DH5α φ80dlacZ∆M15, endA1, recA1, 

gyrA96, thi-1, hsdR17, relA1, 
supE44, deoR, ∆(lacZYA-
argF)U169 

Hanahan, 1983 

Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1 

สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีน ศรัลยา  แพงไตร, 2543 

Rhizobium sp. สายพันธุ 
D2 

Kmr, สายพันธุกลายจากสายพันธุ   
CU-A1 ที่มีทรานสโปซอน Tn5 ซึ่งไม
สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีน 

ธัญนุช  เกรียงไกรพิพัฒน, 
2544 
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3.4  พลาสมิดและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
 

พลาสมิดและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที่ 3.2 และ 3.3 
ตามลําดับ 
 
ตารางที่ 3.2 พลาสมิด 
 

พลาสมิด จีโนไทป/ ฟโนไทป เอกสารอางอิง 
pSUP2021 Tn5(Kmr), Cmr, Tra-, Mob+, pBR325 replicon Simon และคณะ, 1983 
pBluescript KS(+/-) Apr, ∝lac/MCS บริษัท Stratagene, USA 
pGEM-11Zf(+/-) Apr, ∝lac/MCS บริษัท Promega, USA 
pD2N Apr  มีชิ้นสวน BamHI-/EcoRI จากดีเอ็นเอของ

สายพันธุกลาย D2 ขนาดประมาณ 7 kb       
ในพลาสมิด pBluescript KS(+/-) 

สรางในการทดลองนี้ 

pDE Apr  มีชิ้นสวน EcoRI จากดีเอ็นเอของ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ขนาด
ประมาณ 5.9 kb  ในพลาสมิด pBluescript       
KS(+/-) 

สรางในการทดลองนี้ 

pDEB Apr  มีชิ้นสวน EcoRI-BamHI จาก pDE ขนาด 
ประมาณ 1.4 kb  ในพลาสมิด pGEM-11Zf(+/-) 

สรางในการทดลองนี้ 

pDBH Apr  มีชิ้นสวน BamHI-HindIII จาก pDE ขนาด 
ประมาณ 1.8 kb  ในพลาสมิด pGEM-11Zf(+/-) 

สรางในการทดลองนี้ 

pDS Apr  มีชิ้นสวน SalI จาก pDE ขนาดประมาณ 
2.3 kb  ในพลาสมิด pGEM-11Zf(+/-) 

สรางในการทดลองนี้ 
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ตารางที่ 3.3 โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
 
โอลิโกนิวคลีโอไทด

ไพรเมอร 
ลําดับนิวคลีโอไทด (Tm) เอกสารอางอิง 

TN5-OE 5’-GGTTCCGTTCAGGACGCTAC-3’   (64Oซ) ทิพวรรณ ลอรัตนไชย-
ยงค, 2545 

T7 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’    (56Oซ) บริษัท Promega, USA 
SP6 5’-TATTTAGGTGACACTATAG-3’        (50Oซ) บริษัท Promega, USA 
DOXF 5’-AAAGTGACCGAATACCT-3’           (48Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
DOXF-1 5’-CACGATTACGACCGAGA-3’          (52Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
DOXF-2 5’-AGATCATGTCGGATGTG-3’           (50Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
DOXF-3 5’-CGCAATCGCCTCAACCT-3’           (58Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
DOXR 5’-CGATTCCTCAACCATAG-3’            (50Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
DOXR-1 5’-GCCTTCGCATTGCCAGA-3’           (54Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
DOXR-2 5’-CCAGTACAGGAATTGTT-3’            (48Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
DOXR-3 5’-ACATCGGTCCGCGACTT-3’           (54Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
FD1 5’-TCGGCTCCGCGGATGA-3’            (54Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
FD2 5’-TCTACATCGACTGCTGA-3’            (50Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
FD3 5’-CAGCGCCTTTGACGAGA-3’          (54Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
FD4 5’-ACTTCGATGGCGGTATC-3’           (52Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
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3.5  การเลี้ยงและเก็บรักษาแบคทีเรีย 
 

3.5.1  เลี้ยง Escherichia coli ทุกสายพนัธุในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB (ภาคผนวก ก1)         
ในกรณีที่ตองเติมสารปฏิชีวนะ (ภาคผนวก ข2) ใชความเขมขนดังตอไปนี้  กานามัยซนิ (Km) 50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  และแอมพิซิลนิ (Ap) 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   เมื่อตองการทาํเปน
อาหารแข็งเตมิวุน 1.5%  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 Oซ  เปนเวลา 24 ชั่วโมง    หรือเพาะเลี้ยงในอาหาร
เหลวเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเรว็รอบ 200 รอบตอนาท ี เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง  ที่อุณหภูมิ 30 
Oซ 
 

3.5.2  เลี้ยง Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยอาหารเลีย้งเชือ้ LB บมที่อุณหภูมิ   
30 Oซ  ในอาหารแข็ง เปนเวลา 2-3 วนั หรือในอาหารเหลว เปนเวลา 24 ชั่วโมง ตามลาํดับ       
โดยเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเขยาบนเครือ่งเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี  สําหรับ       
สายพนัธุกลาย D2 ของ Rhizobium sp. เลี้ยงเชนเดียวกันแตมีการเติมสารปฏิชีวนะกานามยัซนิ 
50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  

 
3.5.3  เกบ็รักษาแบคทเีรียโดยเลี้ยง E. coli ทุกสายพนัธุ   Rhizobium sp. สายพันธุ   

CU-A1 และสายพนัธุกลาย D2 ของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว
ตามขอ 3.5.1 และ 3.5.2 ตามลําดบั  นาํมาผสมกับกลีเซอรอล (ภาคผนวก ข1) ในอัตราสวน     
น้ําเลีย้งเชื้อตอกลีเซอรอลเปน 3 : 7  บรรจุลงในหลอดเกบ็เชื้อแชแข็ง  เก็บที่อุณหภูมิ –20 Oซ    
เปนเวลา 6 เดือน หรือที่อุณหภูมิ –70 Oซ  เปนเวลา 1 ป 
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3.6  คนหาชิน้สวนของดีเอ็นเอบนโครโมโซมของสายพันธุกลาย D2 ของ Rhizobium sp. 
สายพันธุ CU-A1 ที่มีชิ้นทรานสโปซอนสอดแทรกอยู ดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน 
(hybridization) 
 

3.6.1  เตรียมดีเอ็นเอติดตาม (DNA probe)  
 

3.6.1.1  สกัดพลาสมิด pSUP2021 
 

สกัดพลาสมิด pSUP2021 ซึ่งมทีรานสโปซอน Tn5 จาก E. coli สายพันธุ S17-1  
ดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) (ภาคผนวก 
ข3) ตามวิธทีี่ระบุโดยบริษัทผูผลิต    โดยเลีย้ง E. coli สายพันธุ S17-1 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 
ที่มีสารปฏิชีวนะกานามัยซนิ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  บมบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 37 Oซ             
ดวยความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง  ปนเก็บเซลลปริมาตร 5 มิลลิลิตร    
ในหลอดไมโครฟวจดวยเครื่องหมนุเหวีย่งที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 2 นาที            
ที่อุณหภูมหิอง    แขวนลอยเซลลดวยบฟัเฟอร P1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากนัน้เติมบัฟเฟอร 
P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร  ผสมโดยการกลับหลอดจนกระทั่งสารแขวนลอยเริ่มหนืดและใสขึ้น
ภายในระยะเวลาไมเกนิ 5 นาท ี    จากนัน้เติมสารละลาย N3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ผสมโดย
กลับหลอดไปมาจนเกิดเปนตะกอนขาว  นําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อใหตะกอนตกที่ความเร็ว 12,000 
รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาท ี ที่อุณหภูมิหอง    แยกสวนน้ําใสลงใน QIAprep spin column    
นําไปหมุนเหวีย่งดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที  เทสวนน้าํใส
ทิ้ง   เติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน  นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 
12,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที  เทสวนน้าํใสทิง้    เติมบัฟเฟอร PE ปริมาตร 
750 ไมโครลิตร ลงในคอลมัน  นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 1 
นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้งกอนที่จะหมุนเหวี่ยงซ้าํอีกครั้งเพื่อกําจัดสวนน้ําใสที่เหลือติด
คอลัมน    ยายคอลัมนมายงัหลอดไมโครฟวจใหม  เตมิน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB 
ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร ใหลงตรงแผนกรอง  ตัง้ทิง้ไว 1 นาท ี  นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 
12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง    จะไดสารละลายพลาสมิดอยูในสวนน้าํใส        
เก็บพลาสมิดที่อุณหภูมิ –20 Oซ  
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3.6.1.2  เตรียมชิ้นสวนของทรานสโปซอน Tn5  
 

ตัดพลาสมิด pSUP2021 ประมาณ 10 ไมโครกรัม ดวยเรสทริกชันเอนไซม  HindIII 
(Promega, USA) อยางสมบูรณตามวิธีที่ระบุโดยผูผลิต    โดยใชสวนผสมของปฏิกิริยาดังตอไปนี้ 

 
ดีเอ็นเอ   0.5-10 ไมโครกรัม 
10X บัฟเฟอร  1/10 ของปริมาตรทั้งหมด 
เรสทริกชันเอนไซม  3-5 ยูนิตตอไมโครกรัมของดีเอ็นเอ 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ  ปรับใหไดปริมาตรสุดทายตามตองการ 
ผสมใหเขากัน   บมที่อุณหภูมิ 37 Oซ  เปนเวลา 2-4 ชั่วโมง 
 
จากนั้นแยกพลาสมิดที่ตัดไวดวยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส   ซึ่งทาํโดยเตรยีม   

อะกาโรสเขมขน 0.7% ซึ่งหลอมในบัฟเฟอร 1XTAE  เทลงในแบบพมิพที่มีหวีเสียบอยู  ระวังอยา
ใหมีฟองอากาศ    ปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 30 นาที    วางชิ้นอะกาโรสเจลที่ไดลงใน
แชมเบอร  เทบัฟเฟอร 1XTAE ใหทวมสูงกวาอะกาโรสเจลเล็กนอย   ผสมสารละลายเอน็เอกับ     
สีติดตาม (ภาคผนวก ข22) ใหความเขมขนของสีเปน 1 เทา   หยอดดีเอ็นเอหรือหยอดดีเอ็นเอ
มาตรฐาน 1 kb DNA ladder   ลงในชองวิง่จากนัน้ทําอีเลคโทรโฟเรซิสโดยใชความตางศักยดังนี้  
ชุดทําอีเลคโทรโฟเรซิส Mini Sub-Cell GT ใชความตางศักย 75 โวลต หรือชุดทาํอีเลคโทรโฟเรซิส 
Mupid-2 ใชความตางศักย 100 โวลต   ทิ้งไวจนกระทัง่สีน้าํเงนิของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ลงมา
จนสุดขอบอะกาโรสเจลอีกดาน  ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดยีมโบรไมดความเขมขน 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข23) เปนเวลา 5-10 นาที   ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยแสง
อัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 

 
แยกชิ้นดีเอน็เอขนาด 3.4 กิโลเบส ซึ่งเปนชิ้นสวนของทรานสโปซอน Tn5 ออกจาก    

อะกาโรสเจลดวย Geneclean II Kit (BIO101, USA) (ภาคผนวก ข4) ตามวิธทีี่ระบุโดยบริษัท     
ผูผลิตดังนี้  ตดัอะกาโรสเจลตรงบริเวณแถบดีเอ็นเอที่ตองการ  ชั่งน้ําหนกัชิ้นอะกาโรสเจลโดยใสไว
ในหลอดไมโครฟวจ    เตมิสารละลายโซเดยีมไอโอไดดปริมาตร 3 เทาของปริมาตรชิ้นอะกาโรสเจล 
บมที่อุณหภูม ิ 45-55 Oซ เปนเวลา 5 นาที หรือจนกระทั่งอะกาโรสเจลละลายหมด   เติมสาร
แขวนลอยทีเ่ขากันของ glass milk ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตร  ผสมใหสารละลายดีเอ็นเอเขากนักับ 
glass milk แลวบมเปนเวลา 5 นาท ี ที่อุณหภูมิหอง  ระหวางบมใหกลับหลอดเบาๆเพื่อปองกัน 
glass milk ตกตะกอนทุก 1-2 นาที   นาํไปปนตกตะกอนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 
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รอบตอนาท ีเปนเวลา 5 วินาท ี เทสวนน้ําใสทิ้ง    ลางตะกอนดวยสารละลาย new wash ปริมาตร 
500-700 ไมโครลิตร ทําซ้ํา 3 คร้ัง  แตละครั้งที่ลางใหกระจายตะกอนออกใหหมดแลวปนตก
ตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 วนิาท ี เทสวนน้าํใสทิ้ง    ระเหยแหงตะกอน  
แลวชะดีเอ็นเอออกจากตะกอน glass milk ดวยน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 20 ไมโครลิตร 
โดยกระจายตะกอนออกใหเขากันดีในน้าํ  หมนุเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 12,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 
30 วินาที  ถายสวนน้าํใสทีม่ีชิ้นดีเอ็นเอละลายอยูไปยงัหลอดไมโครฟวจใหม  เก็บรักษาชิน้ดีเอ็นเอ
ไวที่ -20 Oซ 

 
3.6.1.3  ตดิฉลากดีเอ็นเอติดตามดวย Digoxigenin-dUTP ดวยวิธ ี Random 

labeling  
 

ติดฉลากดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 โดยใชชดุติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ
DIG High Prime Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Germany) (ภาคผนวก ข12) 
ตามวิธีของบริษัทผูผลิตดังนี ้  ดูดสารละลายดีเอ็นเอที่เตรียมไดจากขอ 3.6.1.2 ปริมาตร 16 
ไมโครลิตร ใสในหลอดไมโครฟวจ   นาํไปตมในน้าํเดือดเปนเวลา 10 นาท ี เพื่อแยกสายดีเอน็เอ
แลวแชในน้าํแข็งทันที   เติมสารละลาย DIG High Prime (หลอดหมายเลข 1) ปริมาตร 4 
ไมโครลิตร ผสมเบาๆใหเขากนั    บมในอางน้ําอุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 20 ชั่วโมง    หยดุปฏกิริิยา
โดยแชในน้ําอุน 65 Oซ เปนเวลา 10 นาที  เก็บรักษาดีเอ็นเอติดตามไวที่อุณหภูมิ -20 Oซ 

 
ประมาณปริมาณดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 ที่ถูกติดฉลากดวย digoxigenin 

(DIG)  ดวยการเจือจางดีเอน็เอติดตามใน DNA dilution buffer (หลอดหมายเลข 3) ตามตารางที่ 
3.4 
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ตารางที่ 3.4  วิธีเจือจางสารละลายดีเอ็นเอสําหรับหาปริมาณดีเอ็นเอที่ติดฉลากแลว 
 

หลอดที่เจือจาง ปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอ 
ตอ DNA dilution buffer (µl) 

1.  1 : 100 1/99 
2.  หลอดที่ 1 เจือจาง 1 : 3.3 15/35 
3.  หลอดที่ 1 เจือจาง 1 : 10 5/45 
4.  หลอดที่ 2 เจือจาง 1 : 10 5/45 
5.  หลอดที่ 3 เจือจาง 1 : 10 5/45 

 
นําสารละลายดีเอ็นเอที่เจือจางแลวหลอด 1-5 อยางละ 1 ไมโครลิตร หยดลงบน

ไนลอนเมมเบรนที่ตัดไวเปนแถบยาวเล็กๆ (strip)  ทําควบคูกับสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐานความ
เขมขน 5 นาโนกรัมตอไมโครลิตร  ดวยการเจือจางแบบเดยีวกับวิธีการขางตนแลวหยดลงบน
ไนลอนเมมเบรนอีกแผนหนึง่  ทิง้ไวใหแหง   ตรึงดีเอ็นเอใหเกาะติดบนเมมเบรนดวยการวาง     
เมมเบรนดานที่มีดีเอ็นเอไปเผยตอแสงอัลตราไวโอเลตทีค่วามยาวคลืน่ 360 นาโนเมตร  แลวนําไป
จุมในสารละลายแตละชนิดตามลําดับข้ันตอนดังที่แสดงไวในตารางที่ 3.5 
 
ตารางที่ 3.5  ขั้นตอนการหาปริมาณดีเอ็นเอติดตามที่ติดฉลาก 
 

หลอดท่ี สารละลาย เวลา (นาที) 
1 Blocking solution 2 
2 Antibody solution (1 : 5,000 ใน  

Blocking solution) 
3 

1 Blocking solution 1 
3 Maleic acid buffer 1 
4 Detection buffer 1 
5 Color-substrate solution 5-30 
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 บมแถบทดสอบดีเอ็นเอในหลอดที่ 5 ในที่มืดจนเกิดจุดสัญญาณจากการไฮบริไดซสีมวง
น้ําเงิน   เมื่อจุดสีบนแถบทดสอบขึ้นจนชดัเจนทกุจุดแลวใหลางแถบทดสอบดวยน้าํกลั่น  ทิ้งไวให
แหง    เทยีบสทีี่ไดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  โดยที่ดีเอ็นเอมาตรฐานมีความเขมขนดังนี้ 50, 15, 5, 1.5, 
0.5 พิโคกรัมตอไมโครลิตร  ตามลําดับ 
  

3.6.2  เตรียมไนลอนเมมเบรนที่มีจโีนมกิดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 
และสายพันธุกลาย D2 สําหรับการไฮบริไดซ 
 

3.6.2.1  สกดัจีโนมิกดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 และสายพนัธุ
กลาย D2 
 

สกัดจีโนมกิดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 และสายพนัธุกลาย D2 
ตามวิธีของ Ausubel และคณะ (1999)  โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชือ้ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แลวนาํไปเขยาที่อุณหภูมหิองขามคืน (16-18 ชั่วโมง)    ถายเชื้อปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ  นําไปหมนุเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลเปนเวลา 2 นาท ี ที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที  เทสวนน้าํใสทิง้    นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข15) 
ปริมาตร 576 ไมโครลิตร กระจายตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง  จากนั้นเติม 10% 
SDS (ภาคผนวก ข5) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และโปรตีเนสเค (Proteinase K) ความเขมขน 20 
มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร (ภาคผนวก ข25) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร (ความเขมขนสุดทาย 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ของโปรตีเนสเคใน 0.5% SDS) ผสมใหเขากนัดวยการกลบัหลอดไปมา  
นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง    แลวจึงเติมสารละลายโซเดียมคลอไรดความ    
เขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัโดยการกลับหลอดไปมา    เติมสาร
ละลาย CTAB/NaCl  (ภาคผนวก ข17) ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัดวยการกลบัหลอด
ไปมา  แลวนาํไปบมที่อุณหภูมิ 65 Oซ เปนเวลา 10 นาท ี    จากนัน้เติมสารละลายคลอโรฟอรม/  
ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข20) ในปริมาตรที่เทากบัปริมาตรของสารละลายสุดทาย 
(ประมาณ 0.7-0.8 มิลลิลิตร)  ผสมโดยการเขยาจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชนั  นําไปหมุนเหวีย่งที่
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที    ถายเฉพาะสวนน้าํใสที่อยูเหนือตะกอนและชั้น
คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม (ระวังอยาใหติดสวน
ตะกอนไปดวย)   จากนัน้เติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก 
ข19) ในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย  ผสมโดยการเขยาจนกระทั่งกลายเปน
อิมัลชัน  นาํไปหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 5 นาที   นําสวนน้าํใสที่อยู
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เหนือช้ันตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอด
ใหม  แลวเติมไอโซโปรพานอลปริมาตร 0.6 เทาของสวนน้ําใส  กลบัหลอดไปมาจนกระทั่งตะกอน
ขาวของดีเอ็นเอปรากฏ  หมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 15 นาท ี  เทสวน
ของไอโซโปรพานอลทิ้งแลวลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยเอธานอล 70% ที่เย็นจัดปริมาตรประมาณ 
1 มิลลิลิตร ทาํซ้ํา 2 คร้ัง  โดยการปนลางเก็บตะกอนทีอุ่ณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที คอยๆเทสวน
น้ําใสทิ้ง   สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอทีไ่ดไประเหยใหแหงสนิท   แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอใน        
บัฟเฟอร TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  และใส RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร        
(ภาคผนวก ข26) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพื่อกําจัดอารเอ็นเอออก  เก็บที่อุณหภูมิ 4 Oซ 

 
3.6.2.2 วิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 

 
นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลนืแสง (absorbance, A) ที่ความยาวคลืน่ 

260  และ  280 นาโนเมตร  (A260 และ A280)  คํานวณคา A260 ตอ A280    คาที่เหมาะสมควรจะอยู
ในชวง 1.8-2.0  ถาคานอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง  ถาคาสงูกวา 2.0 แสดงวามี  
อารเอ็นเอปนเปอนสูง 

 
คํานวณหาความความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 
 
 ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260x 50 x dilution factor 
 
 3.6.2.3 ตัดดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 และสายพันธุดั้งเดิมของ Rhizobium sp. 

สายพันธุ CU-A1 ดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ 
 

ตัดดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 และสายพันธุดั้งเดิมของ Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1 ประมาณ  10 ไมโครกรัม ดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ (Promega, USA) อยาง
สมบูรณตามวิธีที่ระบุโดยผูผลิต    โดยใชสวนผสมของปฏิกิริยาดังแสดงในขอ 3.6.1.2   จากนั้น
แยกชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดไวดวยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส 
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 3.6.2.4  ยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมมเบรน  (Southern blot) 
 

นําดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 ที่ตัดแลวจากขอ 3.6.2.3 มาทําอะกาโรสเจลอีเลค
โทรโฟเรซิสเปรียบเทียบกับขนาดของดีเอ็นเอมาตรฐาน  1 kb DNA ladder  ใชดีเอ็นเอของ       
สายพันธุ CU-A1 เปนตัวควบคุมผลลบ (negative control) และใชพลาสมิด pSUP2021 ที่ตัด
ดวยเรสทริกชันเอนไซม HindIII เปนตัวควบคุมผลบวก (positive control)  จากน้ันยอมอะกาโรส
เจลดวยเอธิเดียมโบรไมด  แลวถายภาพเก็บไวโดยใชไมบรรทัดแนบดานขางอะกาโรสเจลเพื่อระบุ
ระยะทางการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอ  

 
เตรียมอะกาโรสเจลเพื่อถายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผนไนลอนเมมเบรน  โดย

ลางชิ้นอะกาโรสเจลดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมัล ในกลองพลาสติก  โดยใหสารละลาย
ทวมอะกาโรสเจลเขยาเบาๆ เปนเวลา 10 นาที  เทสารละลายทิ้ง    เติม denaturation buffer 
(ภาคผนวก ข6) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร หรือเติมใหทวมอะกาโรสเจล  เขยาเบาๆ เปนเวลา 15 
นาที แลวเทบัฟเฟอรทิ้ง ทําซ้ํา 2 คร้ัง    ลางดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 2 คร้ัง  จากนั้นเติม 
neutralization buffer (ภาคผนวก ข7) เปนเวลา 15 นาที  เทบัฟเฟอรทิ้ง  ทาํซ้ํา 2 คร้ัง 

 
การถายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผนไนลอนเมมเบรนดวยวิธ ี Capillary 

transfer (Sambrook และ Russell, 2001) ทาํโดยวัดขนาดของชิ้นอะกาโรสเจลที่เตรียมไว  
กําหนดขนาด A คือขนาดเทากับขนาดของแผนอะกาโรสเจล  ขนาด B คือขนาดความกวางเทากบั
ดานกวางของอะกาโรสเจลแตความยาวจะยาวกวาดานยาวของอะกาโรสเจล ตัดไนลอนเมมเบรน
ใหมีขนาด A จํานวน 1 แผน  ตัดกระดาษกรองใหมีขนาด A จํานวน 2 แผน และขนาด B     
จํานวน  1 แผน    ตัดกระดาษทชิชูใหมีขนาด A เพื่อใชเปน paper towel สูงประมาณ 5 
เซนติเมตร   การจัดวางชัน้ตางๆของการยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผนไนลอนเมมเบรน
ดังแสดงไวในรูปที่ 3.1 โดยเริ่มจากการเติม 20XSSC (ภาคผนวก ข8) ซึ่งเปน transfer buffer     
ลงในกลองพลาสติกปริมาตรพอประมาณ    นาํกระดาษกรองขนาด B ที่อ่ิมตัวดวย 20XSSC    
วางพาดบนแผนกระจกโดยใหปลายทัง้สองขางของกระดาษกรองแชในบัฟเฟอรเพือ่เปนสะพานให 
20XSSC เคลื่อนที่ข้ึนมา  จากนัน้วางกระดาษกรองขนาด A ที่อ่ิมตัวดวย 20XSSC ซอนขึ้นดานบน  
แลวนําอะกาโรสเจลที่เตรียมไววางลงดานบนในลักษณะที่คว่าํหนาเจลลงดานลาง    วางไนลอน
เมมเบรนที่อ่ิมตัวดวย 20XSSC ลงบนเจล ตองระวงัไมใหเกิดฟองอากาศขึ้นในแตละชั้น    จากนัน้
จึงวางกระดาษกรองขนาด A  แลววางชัน้ของกระดาษทิชชูและน้ําหนักกดดานบน  ตามลาํดับ    
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ยึดชั้นตางๆใหมั่นคงดวยกระดาษกาว และระวังไมใหชั้นทิชชูแตะโดนอะกาโรสเจลหรือกระดาษ
กรองดานลาง  ตั้งทิ้งไวใหบัฟเฟอรเคลื่อนที่ข้ึนมาเปนเวลาขามคืน 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3.1  แผนภาพแสดงการจัดวางชัน้ตางๆของการยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมม
เบรน  โดยวิธี Capillary transfer 
  
 ภายหลงัจากการยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมมเบรน  ยกชัน้กระดาษ
ที่อยูเหนือไนลอนเมมเบรนออก  แลวใชกรรไกรที่สะอาดตัดที่มุมดานหนึง่เพื่อเปนการระบุดานของ
ไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเออยู    นาํไนลอนเมมเบรนมาใสในกลองลางดวย 2XSSC (ภาคผนวก  
ข9) โดยการเขยาเปนเวลา 15 นาที  จากนั้นนําไปซับใหแหงและตรึงดีเอ็นเอใหติดบนไนลอน      
เมมเบรนดวยการนาํไนลอนเมมเบรนดานที่มีดีเอ็นเอไปเผยตอแสงอัลตราไวโอเลตประมาณ 3 
นาที   เก็บไนลอนเมมเบรนไวที่อุณหภูมิหองไดนาน 6 เดือน 
 
 
 
 
 
 

กระดาษกรอง

แผนกระจก

สารละลาย 20XSSC

น้ําหนัก

กระดาษทิชชู 

ไนลอนเมมเบรน

อะกาโรสเจล 
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3.6.3 ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอของ Rhizobium ดวยดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 
 

ทําพรีไฮบริไดเซชัน (prehybridization) โดยนําไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอน็เอมาใสถงุ
พลาสติกสาํหรับไฮบริไดเซชันและผนกึดานขางใหสนทิดวยเครื่องผนกึที่ใชความรอนดังรูปที ่ 3.2   
เติมสารละลาย DIG Easy Hyb (ภาคผนวก ข12) ซึ่งอุนไวที่อุณหภูมิที่จะทาํไฮบริไดเซชัน 
(อุณหภูมิ 42 Oซ) ปริมาตร 10 มิลลิลิตรตอ 100 ตารางเซนติเมตร    ไลฟองอากาศออกใหหมด  
จากนั้นผนึกปดใหสนิท    นําไปบมที่อุณหภูมิ 42 Oซ  เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3.2  ลักษณะการผนึกถุงพลาสติกสําหรับทําไฮบริไดเซชัน 
 
เตรียมสารละลายดีเอ็นเอตดิตามทรานสโปซอน Tn5 สําหรับการไฮบริไดซ  โดยเติม        

ดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 ในสารละลาย DIG Easy Hyb ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตร     
(ใหมีความเขมขน 5-25 นาโนกรัมตอสารละลาย DIG Easy Hyb ปริมาตร 1 มิลลิลิตร) ที่บรรจุอยู
ในหลอดพลาสติกฝาเกลียว (falcon tube)   จากนั้นผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดเบาๆ      
แลวนําไปตมในน้าํเดือดเปนเวลา 10 นาท ี เพื่อดีเนเจอรสายดีเอ็นเอติดตาม ทาํใหเย็นลงที่
อุณหภูมิไฮบริไดซ 

 
 

ถุงไฮบริไดซ
ไนลอนเมมเบรน 

แนวผนึก

แนวผนึก 
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เมื่อทําพรีไฮบริไดเซชันเสร็จแลวตัดถุงพลาสติกออก    เทสารละลาย DIG Easy Hyb ทิ้ง 
แลวยายเมมเบรนมาที่ถงุพลาสติกใบใหม    จากนั้นผนึกดานขางถุงเหมือนเดิม    เทสารละลาย   
ดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 ที่เตรียมไวขางตนลงไป    ไลฟองอากาศออกใหหมด  ปดผนกึ
ดานบน 2 คร้ัง  นาํไปบมที่อุณหภูม ิ 42 Oซ  ดวยการเขยาเบาๆ เปนเวลาขามคืน (16-18 ชั่วโมง) 
สารละลายดีเอ็นเอติดตามที่ใชแลวกลับนํามาใชไดอีกหลายครัง้ดวยการเก็บรักษาในหลอด
พลาสติกฝาเกลียวที่อุณหภมูิ –20 Oซ    เมือ่นํามาใชในครั้งตอไปใหเติมดีเอ็นเอติดตามเพิม่อีก 2-
3 ไมโครลิตร และกอนใชตองดีเนเจอรดีเอ็นเอติดตามทีอุ่ณหภูมิ 68 Oซ เปนเวลา 10 นาท ี  (ระวัง
อยาตมจนเดือดเพราะสารละลาย DIG Easy Hyb จะเสียสภาพ) 

 
เมื่อเสร็จสิ้นไฮบริไดเซชันแลว  นาํไนลอนเมมเบรนที่ไดมาลางดีเอน็เอติดตามสวนเกนิออก  

โดยการนํามาใสในกลองพลาสติกแลวลางดีเอ็นเอติดตามที่จับกบัไนลอนเมมเบรนดวยสารละลาย 
2XSSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ข10) ปริมาตร 30-50 มลิลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง  พรอมกับการเขยา
เบาๆ เปนเวลา 15 นาท ี แลวเทสารละลายทิ้ง ทาํซ้ํา 2 คร้ัง    จากนั้นลางอกี 2 คร้ังดวย 
0.5XSSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ข11) ที่อุณหภูมิ 68 Oซ เปนเวลา 15 นาที  แลวเทสารละลายทิ้ง   

 
ตรวจหาตาํแหนงดีเอน็เอของ Rhizobium ที่ไฮบริไดซไดกับดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน 

Tn5  ดวยวธิี Enzyme immunoassay โดยใชชุดติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime 
Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Germany) (ภาคผนวก ข12) ตามวิธีของบริษัท  
ผูผลิตดังนี้ (ทุกขั้นตอนทาํที่อุณหภูมิหอง)   เร่ิมจากนําไนลอนเมมเบรนที่ลางดเีอ็นเอติดตามสวน
เกินออกแลวมาลางดวย maleic acid buffer (ภาคผนวก ข12) ในกลองพลาสตกิโดยใชปริมาตร
ทวมไนลอนเมมเบรน  เขยาเบาๆ เปนเวลา 5 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง    จากนั้นเติม blocking solution 
(ภาคผนวก ข12) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง  แลวเตมิ 
antibody solution (Anti-DIG-AP conjugate) ที่เตรียมโดยการเจือจาง Anti-DIG-AP conjugate 
(ภาคผนวก ข12) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ใน blocking solution ปริมาตร 15 มิลลิลิตร (เตรียมกอน
ใชในหลอดพลาสติกฝาเกลยีว) (เจือจาง 1 : 5,000) เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที  เทบัฟเฟอรทิง้  
แลวลาง Anti-DIG-AP conjugate สวนเกินออกดวย maleic acid buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
เขยาเบาๆ เปนเวลา 15 นาที เทบฟัเฟอรทิง้ ทาํซ้ํา  2 คร้ัง    เติม detection buffer ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เปนเวลา 5 นาที  เทบัฟเฟอรทิ้ง    จากนัน้เตรียมสบัสเตรท NBT/BCIP (ภาค
ผนวก ข12) โดยเจือจางสารละลายในหลอดที ่ 5 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใน detection buffer 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชในหลอดพลาสติกฝาเกลยีวทีหุ่มใหมืด)    ยายไนลอน       
เมมเบรนมาใสในถุงพลาสติกแลวติดผนกึดานขางเชนเดียวกับข้ันไฮบริไดซ จากนั้นเทสับสเตรทที่
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เตรียมไวลงในถุง  ไลฟองอากาศออกแลวผนึกปดถงุ  นาํไปบมในที่มดื (หามเขยา) ตั้งทิง้ไวจนกวา
จะเกิดแถบสีชดัเจน (ประมาณ 1 ชั่วโมง – 16 ชั่วโมง)    เมือ่เสร็จสิ้นการบมกับสับสเตรทแลวนาํ 
เมมเบรนออกจากถงุพลาสติกมาลางในน้าํกลั่นปลอดประจุปลอดเชื้อ เปนเวลา 10 นาท ี  ซับและ
ตากใหแหงจึงเก็บใสถุง 
 
3.7  โคลนชิ้นดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 ของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1        
ที่มีทรานสโปซอน Tn5 สอดแทรกอยู  
 

3.7.1  สกัดชิ้นดีเอ็นเอที่ใหสัญญาณกับดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 
 

ตัดดีเอ็นเอสายพันธุกลาย D2 ของ Rhizobium sp. CU-A1 ที่เตรียมไวอยางสมบรูณดวย 
เรสทริกชันเอนไซม BamHI/EcoRI ตามวิธีในขอ 3.6.1.2   นําดีเอ็นเอที่ตดัไดไปทําอะกาโรสเจล   
อีเลคโทรโฟเรซิส  ตัดอะกาโรสเจลใหคลุมตรงบริเวณที่มีชิน้ดีเอน็เอที่ใหสัญญาณกับดเีอ็นเอ     
ติดตามทรานสโปซอน Tn5 โดยเทียบผลจากการไฮบริไดซในขอ 3.6.3  จากนั้นสกัดดเีอ็นเอออก     
จากอะกาโรสเจลดวยวิธี Electroelution    โดยลางถุงไดแอลิซิสที่เตรียมไว (ภาคผนวก ข30)  ดวย
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ  ปดปลายดานหนึ่งของถุงโดยใชตวัหนีบ (clamp)   นําอะกาโรสเจลที่มี
ช้ินดีเอ็นเอที่ตองการแยกใสลงในถุงไดแอลิซิส  เติมบัฟเฟอร 1XTAE ที่ปลอดเชื้อปริมาตรไมเกิน 
400 ไมโครลิตร ไลฟองอากาศออกจากถงุใหหมดแลวปดปลายอีกดานที่เหลือ  ทําอีเลคโทรโฟเร
ซิสชิ้นเจลในบัฟเฟอร 1XTAE ใชความตางศักย 100 โวลต  เปนเวลา 1 ชั่วโมง  เพื่อใหดีเอน็เอหลุด
ออกจากเจลมาอยูที่สารละลาย   จากนั้นกลับขั้วไฟฟาและทําอีเลคโทรโฟเรซิสซํ้า   ใชความตาง
ศักย 200 โวลต เปนเวลา 2 นาที  เพื่อใหดีเอ็นเอที่ติดอยูกับถุงไดแอลิซิสหลุดออกมาอยูใน       สาร
ละลาย  นําสารละลายที่ไดมาปนเพื่อกาํจดัเศษอะกาโรสเจลที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เปน
เวลา 1 นาที   ถายสารละลายดีเอ็นเอในบฟัเฟอร 1XTAE  สูหลอดไมโครฟวจใหม    สกัดดวยฟ
นอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลปริมาตรเทากับปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอเริม่ตน  ผสม
โดยการเขยาจนกระทั่งสารละลายเปนอิมัลชัน  นําไปหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000   รอบตอนาที 
เปนเวลา 5 นาที   ถายเฉพาะสวนน้ําใสที่อยูเหนือตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรม/         ไอโซ
เอมิลแอลกอฮอลไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม ตกตะกอนพลาสมิดดวยเอธานอล   โดยเตมิ
โซเดียมอะซีเตทคาความเปนกรด-ดาง   5.2   ความเขมขน 3 โมลาร      (ภาคผนวก ข24)    
ปริมาตร 1/10 เทาของปริมาตรสารละลายดีเอน็เอสุดทาย   ผสมใหเขากนัแลวจึงเติมเอธานอล
สัมบูรณปริมาตร 2 เทาของปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอสุดทาย    ผสมใหเขากันแลวนําไป           
ตกตะกอนที่อุณหภูมิ  –20 Oซ เปนเวลา 60 นาที หรือ ที่อุณหภมูิ –70 Oซ เปนเวลา 30 นาที  นําไป
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หมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 Oซ เปนเวลา 15 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง    
จากนั้นลางตะกอนดีเอน็เอดวยเอธานอล 70% โดยการหมุนเหวีย่งทีค่วามเร็ว 13,000 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 Oซ เปนเวลา 5 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง ทําซ้ํา 2 คร้ัง  ระเหยเอธานอลใหแหง   ละลาย   ดี
เอ็นเอกลับในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 20 ไมโครลิตร  เก็บไวที่อุณหภูมิ –20 Oซ 
 

3.7.2  สกัดและทําพลาสมิดเวกเตอรใหบริสุทธิ์เพื่อการโคลน  
 
            สกัดพลาสมิด pBluescript KS(+/-) (Stratagene) จาก E. coli DH5α ดวยชุดสกัด  
พลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany)    ตัดพลาสมิดอยาง
สมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI/EcoRI  แลวนําพลาสมิดที่ตัดไดไปทําอะกาโรสเจล         
อีเลคโทรโฟเรซิส  ตัดอะกาโรสเจลใหคลมุตรงบริเวณทีม่ีชิ้นดีเอน็เอ   จากนัน้สกดัดีเอ็นเอออก    
จากอะกาโรสเจลดวยวธิี Electroelution ตามวิธีการและขั้นตอนที่กลาวไวแลวในขอ 3.7.1    
ละลายพลาสมิดที่ไดในน้ําปลอดเชื้อปลอดประจุดวยปริมาตรที่เหมาะสม 
 

3.7.3  ไลเกชัน (ligation) ชิ้นดีเอ็นเอเขากับพลาสมิดเวกเตอร 
 

ไลเกทชิน้ดีเอ็นเอที่เตรียมไดในขอ 3.7.1 เขากับพลาสมิดเวกเตอร pBluescript KS(+/-)  
ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI/EcoRI ในขอ 3.7.3 ดวยไลเกส (ligase) (Promega, USA) 
ตามวิธีของบริษัทผูผลิต  โดยทําสวนผสมของปฏิกิริยา (ปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร) ดังนี้ 

 
ชิ้นดีเอ็นเอที่เตรียมไดในขอ 3.7.1 ประมาณ 300 นาโนกรัม  3 ไมโครลิตร  
พลาสมิดเวกเตอร pBluescript KS(+/-) ที่ตัดดวยเอนไซม BamHI/EcoRI  
ประมาณ 50-200 นาโนกรัม     1 ไมโครลิตร 
10X ไลเกชันบัฟเฟอร       1 ไมโครลิตร 
T4 DNA ligase ความเขมขน 3 หนวยตอไมโครลิตร  1 ไมโครลิตร 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ      4 ไมโครลิตร 
ทําไลเกชนัที่อุณหภูมิ 16 Oซ เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง  (อัตราสวนระหวางชิน้ดีเอ็นเอสอด

แทรกและพลาสมิดเวกเตอรสามารถแปรผันไดตามความเหมาะสมของปริมาณดีเอ็นเอ) 
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3.7.4  ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากขอ 3.7.3 เขาสู Escherichia coli DH5α 
และคัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีทรานสโปซอนสอดแทรกอยูภายในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก 
 

3.7.4.1  ทําคอมพีเทนตเซลล (competent cell)   
 

 เตรียมคอมพเีทนตเซลลทาํดวยวิธ ี Calcium chloride (Sambrook และ Russell, 
2001)   โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อ E. coli DH5α ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT (ภาคผนวก   
ก3) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แลวนาํไปเขยาที่อุณหภูม ิ 37 Oซ เปนเวลาขามคนื (16-18 ชั่วโมง)     
เพื่อใชเปนหวัเชื้อ  จากนั้นถายหัวเชื้อปริมาตร 700 ไมโครลิตร ไปยังอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT 
ปริมาตร 70 มิลลิลิตร ที่บรรจุใน arm flask  นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 Oซ  จนกระทั่ง OD600           
มีคาเทากับ  0.3-0.5     

 
เตรียมสารละลาย MgSO4/CaCl2 (เตรียมกอนใชและทกุขั้นตอนทําในอางน้ําแข็ง) 

โดยผสมน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อที่เยน็ปริมาตร 40 มิลลิลิตร เขากับสารละลาย CaCl2 ที่ปลอด
เชื้อและเย็นความเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ในหลอดพลาสติกฝาเกลียว  ผสมใหเขา
กันแลวตัง้ทิง้ไวในอางน้ําแข็งใหไดอุณหภมูิ 4 Oซ   จากนัน้เติมสารละลาย  MgSO4 ที่ปลอดเชื้อ
และเย็นความเขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนัแลวเติมน้าํปลอดประจุ    
ปลอดเชื้อที่เย็นเพื่อปรับปริมาตรใหได 50 มิลลิลิตร    แชในอางน้ําแข็งจนกวาจะใช 

 
เมื่อเซลลเจริญจนถงึคา OD600 ที่ตองการ    ถายเชื้อลงในหลอดเซนตริฟวจปลอดเชื้อ

ปริมาตร 35 มิลลิลิตร  ที่เยน็จํานวน 2 หลอด     จากนั้นนําไปหมนุเหวี่ยงตกตะกอนเซลลดวย
เครื่องหมนุเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) ที่อุณหภูม ิ 4 Oซ  ความเร็วใน
การหมนุเหวีย่ง 4000 รอบตอนาที เปนเวลา 6 นาที  (ตั้งแตขั้นตอนนี้ตองทาํที่อุณหภูม ิ4 Oซ ตลอด)   
เทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง   เติมสารละลาย MgSO4/CaCl2 ที่เยน็ปริมาตร 10.5 มิลลิลิตร     ลงใน
ตะกอนเซลลแตละหลอด  กระจายตะกอนใหเขากับสารละลาย MgSO4/CaCl2 (หามใชเครือ่งปน
ผสม)   แชหลอดเซนตริฟวจทีม่ีตกตะกอนเซลลและสารละลาย MgSO4/CaCl2 ในอาง น้ําแข็ง  
เปนเวลา 30-45 นาที  นําไปหมุนเหวีย่งที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ความเร็ว 4000 รอบตอนาท ี  เปนเวลา 
10 นาที   เทสวนน้ําใสทิ้ง  จากนัน้เติมสารละลาย MgSO4/CaCl2 ที่เยน็ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ลง
ในตะกอนเซลลอีกครั้ง  กระจายตะกอนใหเขากับสารละลาย MgSO4/CaCl2    แชในอางน้าํแข็ง
เปนเวลา 45 นาที  หรือมากกวา    แลวเติมกลีเซอรอลปลอดเชื้อปริมาตร   875      ไมโครลิตร  
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ผสมใหเขากนัเบาๆ  แบงใสในหลอดไมโครฟวจปลอดเชื้อทีเ่ย็นปริมาตรประมาณหลอดละ      
100-300 ไมโครลิตร เก็บคอมพีเทนตเซลลไวที่อุณหภูมิ -70 Oซ 
 

3.7.4.2  ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูเซลลเจาบาน  
  

ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากขอ 3.7.3 เขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli 
DH5α  ดวยวธิี Heat shock (Sambrook และ Russell, 2001) ดังนี้   นําคอมพีเทนตเซลล E. coli 
DH5α ที่เก็บไวที่อุณหภูมิ -70 Oซ มาแชในอางน้าํแข็งใหละลายชาๆ  ใสรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่
ไลเกทไวจากขอ 3.7.4 ทั้งหมดลงในคอมพีเทนตเซลล E. coli DH5α ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  
ผสมใหเขากนัแลวนําไปบมในอางน้าํแข็งเปนเวลาอยางนอย 30 นาที  โดย heat shock ที่อุณหภูมิ 
42 Oซ เปนเวลา 90 วินาท ี  เมื่อครบเวลาใหแชลงในอางน้าํแข็งทนัทเีปนเวลา 2 นาที  แลวจงึเติม
อาหารเหลว 2YT ปริมาตร 1 มิลลิลิตร    ลงไปในหลอดเชื้อ และนําไปบมที่อุณหภูมิ 37 Oซ       
เปนเวลาอยางนอย 1 ชั่วโมง     

 
3.7.4.3  คดัเลือกทรานสฟอรแมนท (transformant) ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่

ตองการ 
 

คัดเลือกโคโลนีของ E. coli DH5α ซึ่งมีรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มทีรานสโปซอน Tn5 
สอดแทรกอยูดวยวิธ ี Blue/White selection (Sambrook และ Russell, 2001) ทําโดยนําสาร
ละลายแขวนลอยของ E. coli DH5α ที่ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดแลวจากขอ 3.7.4.2 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาเกลี่ยลงบนอาหารเลีย้งเชื้อแข็ง LB ซึ่งผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 
ความเขมขนสดุทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   และเกลีย่บนผิวอาหารดวย X-gal (5-Bromo-4-
chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ความเขมขนสุดทาย 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก   
ข27) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  และ IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) ความเขมขนสุดทาย 
1 โมลาร (ภาคผนวก ข28) ปริมาตร 7 ไมโครลิตรไวแลว  หลงัจากเกลี่ยเชื้อบมทีอุ่ณหภูมิ 37 Oซ  
เปนเวลาขามคืน 
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คัดเลือกทรานสฟอรแมนททีม่ียีนที่เกีย่วของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย      
คัดเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวมาสกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB จํานวน    
10 โคลนตอ 1 หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ  นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลาขามคืน แลวนํามา 
สกัดพลาสมิดดวยวิธี Alkaline lysis (Sambrook และ Russell, 2001) ดังขั้นตอนตอไปนี้  ถายเชื้อ
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ  นาํไปหมนุเหวี่ยงเปนเวลา 2 นาที ที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที  เทสวนน้ําใสทิ้งใหหมด   นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมสารละลาย I (ภาคผนวก 
ข21) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  กระจายตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง    จากนั้น
เติมสารละลาย II (ภาคผนวก ข21) ที่เตรียมใหมปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการ
กลับหลอด 2-3 คร้ัง  ตั้งทิ้งไวในอางน้าํแข็ง   จากนัน้เติมสารละลาย III (ภาคผนวก ข21) ที่เย็น 
ปริมาตร 150 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอด 2-3 คร้ัง  ตัง้ทิง้ไวในอางน้ําแข็งเปน
เวลา 3-5 นาท ี  นําไปหมุนเหวีย่งที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาท ี    ถายเฉพาะ
สวนน้ําใสที่อยูเหนือตะกอนมาประมาณ 400 ไมโครลิตร  แลวเติมเอธานอลสมับูรณ ปริมาตร 2 
เทาของสวนน้าํใส  กลับหลอดไปมา  ผสมใหเขากนัแลวนําไปตกตะกอนที่อุณหภูมิ –20 Oซ       
เปนเวลา 60 นาท ี หรือที่อุณหภูมิ –70 Oซ เปนเวลา 30 นาท ี  แลวนําไปหมนุเหวี่ยงที่ความเร็ว 
13,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 15 นาท ี เทสวนของเอธานอลสัมบูรณทิ้ง    ปนลางตะกอนดีเอ็นเอ
ที่ไดดวยเอธานอล 70% ที่เยน็จัด ปริมาตรประมาณ 500 ไมโครลิตร ทําซ้ํา 2 คร้ัง  โดยการปนลาง
เก็บตะกอนเปนเวลา 5 นาท ี คอยๆเทสวนน้าํใสทิ้ง   สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหยให 
แหงสนิทแลวละลายตะกอนดีเอ็นเอในน้าํปลอดเชื้อปลอดประจุ 50 ไมโครลิตร  และใส RNase A 
เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพื่อกําจัดอารเอ็นเอออก   เก็บที่อุณหภูมิ  
–20 0ซ 

 
นํารีคอมบิแนนทพลาสมิดทีส่กัดไดมาคัดเลือกดวยวธิ ี Dot blot hybridization 

(Sambrook และ Russell, 2001) โดยตีตารางลงบนไนลอนเมมเบรนและระบุตําแหนงโคลนให  
ชัดเจน   ระหวางนั้นแชไนลอนเมมเบรนในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อเพื่อไลฟองอากาศออก   ตม        
รีคอมบิแนนทพลาสมิดในน้าํเดือดเปนเวลา 10 นาที  แลวแชในอางน้ําแข็งทันที   นําเมมเบรนออก
จากน้ําแลวตัง้ทิ้งไวใหเมมเบรนแหงหมาด  จากนั้นนํารีคอมบิแนนทพลาสมิดดังกลาวมาหยด    
ลงบนแตละชองที่ระบุตําแหนงไวคร้ังละ 1 ไมโครลิตร   รอใหแหงแลวหยดซ้าํจนครบ 3-5 
ไมโครลิตร  โดยใชพลาสมดิ pSUP2021 เปนตัวควบคุมผลบวก (positive control)  และพลาสมิด 
pBluescript KS(+/-) เปนตัวควบคุมผลลบ (negative control)    เมื่อหยดตัวอยางครบและแหง
แลวนําเมมเบรนดานที่มีดีเอ็นเอไปเผยตอแสงอัลตราไวโอเลตประมาณ 3 นาท ี เพื่อตรึงดีเอ็นเอให
ติดกับเมมเบรนแลวนาํไปไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม Tn5 จากขอ 3.6.1  ดวยวธิีการและขั้นตอน
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ตามทีก่ลาวไวแลวในขอ 3.6.3    เมื่อไดกลุมโคลนทีใ่หผลบวกกับดีเอ็นเอติดตามแลวนาํกลุมโคลน
มาสกัดแยกรคีอมบิแนนทพลาสมิดของแตละโคลนแลวนําไปทาํ Dot blot hybridization ซ้ําอีก
คร้ัง  เพื่อหาโคลนทีม่ีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกที่ตองการ   จากนัน้นํารีคอมบิแนนทที่ใหผลบวกกบั     
ดีเอ็นเอติดตามไปตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมที่จดจาํบริเวณที่โคลน (cloning site) เพื่อแยกชิน้     
ดีเอ็นเอสอดแทรกออกจากพลาสมิดเวกเตอรแลวนําไปทํา Southern hybridization ดวยดีเอน็เอ
ติดตาม Tn5 ตามวิธีการและขั้นตอนที่กลาวไวแลวในขอ  3.6.3     
 
3.8 หาลาํดับนิวคลีโอไทดของยีนขางเคียงทรานสโปซอนที่เกีย่วของกับการยอยสลาย   
อะซีแนพธิลนีจากรีคอมบิแนนทพลาสมิดโดยใชโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะตอ
ลําดับนิวคลีโอไทดของทรานสโปซอน 

 
3.8.1  หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่อยูติดกับทรานสโปซอนและเปรียบเทยีบลําดับ     

นิวคลีโอไทดที่ไดกับลําดับนิวคลีโอไทดที่มีอยูใน GenBank 
 

หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่อยูติดกับทรานสโปซอนโดยใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพร
เมอร TN5-OE (ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 2545)  ซ่ึงจําเพาะตอลําดับเบสของปลายทรานสโปซอน 
Tn5  ทําโดยหนวยบริการชีวภาพ (BSU) สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาต ิ
(สวทช.)  ซ่ึงตัวอยางดีเอ็นเอที่ใชในการหาลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวคือ รีคอมบิแนนทพลาสมิด
ในขอ 3.7.4.3 ที่สกัดจาก E. coli DH5α ดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin 
Miniprep Kit (Qiagen, Germany)  แลวละลายดีเอ็นเอดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 

 
นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่อยูติดกับทรานสโปซอนที่ไดมาวิเคราะหดวย

โปรแกรม DNASIS และนําไปเปรยีบเทียบกับขอมูลที่มีอยูใน GenBank ดวยโปรแกรม BlastX   
ซ่ึงเปนโปรแกรมที่จะเปลี่ยนลําดับนิวคลีโอไทดใหเปนลําดับกรดอะมิโนแลวจึงนําขอมูลสวนที่
เปนลําดับกรดอะมิโนที่ไดเขาไปเปรียบเทยีบกบัขอมูลที่เปนลําดับกรดอะมิโนของยนีที่มีอยูใน 
GenBank 
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3.9  คนหาชิน้สวนของดีเอ็นเอบนโครโมโซมของสายพันธุด้ังเดิม Rhizobium sp. CU-A1  
ที่มีชิ้นสวนของยีนที่เกีย่วของกับการยอยสลายอะซแีนพธลิีนอยูดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน 
(hybridization) 
 

3.9.1 ออกแบบโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะตอดีเอ็นเอขางเคียงทรานสโปซอน 
Tn5 
 

ออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรโดยใชขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอที่อยู
ติดกับทรานสโปซอน Tn5 ที่หาไดจากขอ 3.8  ซึง่คาดวาลําดับนิวคลีโอไทดดงักลาวนาจะเปนยนี 
ที่เกี่ยวของกบัการยอยสลายอะซีแนพธิลีน    จากนัน้ออกแบบทั้ง forward primer และ reverse 
primer ตั้งชื่อวา DOXF และ DOXR  ตามลําดับ  

 
3.9.2  ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 
            สารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  เปนดังนี้     
- MgCl2 ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร     3   ไมโครลิตร  
  (ความเขมขนสุดทาย 1.5  มิลลิโมลาร) 
- 10X Taq DNA polymerase buffer     5    ไมโครลิตร 
  (ความเขมขนสุดทาย 1X Taq DNA polymerase buffer) 
- สารละลาย DOXF primer ความเขมขน 20 ไมโครโมลาร   2.5 ไมโครลิตร 
  (ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 
- สารละลาย DOXR primer ความเขมขน 20 ไมโครโมลาร   2.5 ไมโครลิตร 
  (ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 
- สารละลาย dNTP ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร (ของแตละตัว)  1    ไมโครลิตร 
  (ความเขมขนสุดทาย 200 ไมโครโมลาร) 
- เอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 หนวยตอไมโครลิตร 0.5 ไมโครลิตร 
  (ปริมาณสุดทาย 2.5 หนวย) 
 
ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ 3.7.4.3 ความเขมขน 10 พิโคกรัมตอไมโครลิตร        1    ไมโครลิตร 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ                34.5 ไมโครลิตร 
ปริมาตรสุทธิ                  50    ไมโครลิตร 
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             โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี้ 
 
              hot start  ที่อุณหภูมิ 95 Oซ เปนเวลา 3 นาที 
              denaturation  ที่อุณหภูมิ 95 Oซ เปนเวลา 1 นาที 
              annealing  ที่อุณหภูมิ 48 Oซ เปนเวลา 1 นาที            30 รอบ 
              extention  ที่อุณหภูมิ 72 Oซ เปนเวลา 1 นาที 
 final extention  ที่อุณหภูมิ 72 Oซ เปนเวลา 4 นาที 
  
 ดําเนนิปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 
(Perkin Elmer, USA) ตามโปรแกรมที่ตั้งไว  ตรวจสอบผลิตภัณฑทีเ่กิดขึ้นโดยอะกาโรสเจลอีเลค
โทรโฟเรซิส 
 

3.9.3  เตรียมดีเอ็นเอติดตาม DOX 
 

นําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากขอ 3.9.2 มาสรางเปนดเีอ็นเอติดตามดวยการทําอะกาโรส
เจลอีเลคโทรโฟเรซิสแยกชิน้ดีเอ็นเอที่เปนผลิตภัณฑ PCR ที่ตองการออกจากดีเอ็นเออื่นๆ   และ
สกัดแยกเฉพาะชิ้นดีเอน็เอดงักลาวออกจากอะกาโรสเจล   จากนัน้ติดฉลากดวย DIG โดยใช     
ชุดสําเร็จตามวิธีการดังที่ไดกลาวมาแลวในขอ 3.6.1    
 

3.9.4  เตรียมไนลอนเมมเบรนที่มีจโีนมกิดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 
สําหรับการไฮบริไดซ 
 

ตัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 อยางสมบูรณดวยเรสทริกชัน
เอนไซมชนิดตางๆที่เหมาะสม    จากนั้นทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสแลวเคลื่อนยายดีเอ็นเอ  
จากอะกาโรสเจลไปสูไนลอนเมมเบรนตามขั้นตอนและวิธีการดังที่ไดกลาวไวแลวในขอ 3.6.2 
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3.9.5  ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยดีเอ็นเอตดิตาม 
DOX 
 

นําไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเอจากขอ 3.9.4 มาไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม DOX ซ่ึงได
เตรียมไวในขอ 3.9.3 ตามขั้นตอนและวิธีการดังที่ไดกลาวไวแลวในขอ 3.6.3  โดยมีดีเอ็นเอ       แม
แบบที่ใชในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอริเมอเรสในขอ 3.9.2 เปนตัวควบคุมผลบวก (positive control) 
และพลาสมิด pBluescript KS(+/-) เปนตัวควบคมุผลลบ (negative control)  
 
3.10  โคลนชิน้ดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 ที่มยีีนที่เกีย่วของกับการยอย
สลายอะซีแนพธิลีน 
 

3.10.1 ไลเกทชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการเขายังพลาสมิดเวกเตอรและทรานสฟอรมรีคอม         บิ
แนนทพลาสมิดเขาสู E. coli DH5α 
 

3.10.1.1  สกัดชิ้นดีเอ็นเอที่ใหสัญญาณกับดีเอ็นเอติดตาม DOX 
 

 ตัดดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. CU-A1 ที่เตรียมไวอยางสมบูรณดวยเรสทริกชัน
เอนไซม EcoRI ตามวธีิในขอ 3.6.1.2   นําดีเอ็นเอที่ตัดไดไปทาํอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส     
ตัดอะกาโรสเจลใหคลุมตรงบริเวณที่มีชิน้ดีเอ็นเอที่ใหสัญญาณกับดีเอน็เอติดตาม DOX โดยเทยีบ
ผลจากการไฮบริไดซในขอ 3.10.5  จากนั้นสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลดวยวิธี 
Electroelution ตามวิธีในขอ 3.7.1 
 

3.10.1.2  สกัดและทําพลาสมิดเวกเตอรใหบริสุทธิ์เพื่อการโคลน  
 

สกัดพลาสมิด pBluescript KS(+/-) (Stratagene) จาก E. coli DH5α ดวยชุดสกดั 
พลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany)  ตัดพลาสมิดอยาง
สมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI  แลวนาํพลาสมิดที่ตดัแลวมาสกัดดวยฟนอล/คลอโรฟอรม/
ไอโซเอมิลแอลกอฮอล  ตกตะกอนพลาสมิดแลวละลายพลาสมิดทีไ่ดใน Tris-HCl คาความเปน
กรด-ดางเทากับ 8.0 ดวยปริมาตรที่เหมาะสม (นอยกวาปริมาตรเริ่มตนกอนทีจ่ะสกัดดวยฟนอล/
คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล) 
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3.10.1.3  การกําจัดหมูฟอสเฟสตรงปลายสายพลาสมิดเวกเตอร  
 

กําจัดหมูฟอสเฟสตรงปลายสายพลาสมิดเวกเตอรเพื่อปองกันการเชื่อมกันเองของ
ปลายสายพลาสมิดเวกเตอรที่ถูกตัดใหเปนปลายเปด โดยใช Alkaline phosphatase (Promega, 
USA) ตามวิธขีองบริษัทผูผลิต  โดยเริ่มจากการเจือจาง Alkaline phosphatase  จากหลอดตั้งตน
ความเขมขน 1  หนวยตอไมโครลิตร ใหไดความเขมขน 0.01 หนวยตอไมโครลิตร  ดวยการใชสวน
ผสมของการเจือจางดังนี้ 

 
Alkaline phosphatase 1 หนวยตอไมโครลิตร                1 ไมโครลิตร 
10X บัฟเฟอร      10 ไมโครลิตร 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ     89 ไมโครลิตร 
ปริมาตรสุทธิ               100 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากนั (ควรเตรียมใหมกอนใชทุกครั้งหรือเก็บรักษาไวใชไดที่อุณหภูมิ –20 Oซ  

ไมเกิน 1 สัปดาห) 
 
จากนั้นเพิ่มปริมาตรของสารละลายพลาสมิดเวกเตอรจากขอ 3.10.1.2 ใหมีปริมาตร 

40 ไมโครลิตร  ตามที่บริษัทผูผลิตกําหนด  แลวทําสวนผสมของปฏิกิริยาดังนี้ 
 
พลาสมิดเวกเตอร pBluescript KS(+/-)/EcoRI 1-5 ไมโครกรัม 40 ไมโครลิตร 
10X บัฟเฟอร        5 ไมโครลิตร 
Alkaline phosphatase 0.01 หนวยตอไมโครลิตร    5 ไมโครลิตร 
ปริมาตรสุทธิ      50 ไมโครลิตร 
บมที่อุณหภูม ิ 37 Oซ เปนเวลา 30 นาที    จากนัน้เตมิ Alkaline phosphatase          

ที่เจือจางแลวความเขมขน 0.01 หนวยตอไมโครลิตร ปริมาตรเทาเดิมลงไปอีกครั้ง  แลวบมที่
อุณหภูมิ 37 Oซ ตอไปอีกเปนเวลา 30 นาที ตอจากนี้สกัดดวยฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล
แอลกอฮอล  และตกตะกอนดวยเอธานอลตามขั้นตอนดังที่ไดกลาวไวแลวในขอ 3.7.2  สุดทาย
ละลายพลาสมิดเวกเตอรดวยน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อในปริมาตรที่เหมาะสม (ปริมาตรนอยที่สุดที่
จะละลายดีเอ็นเอไดและนอยกวาปริมาตรเริ่มตน) 
 



 56

ไลเกทชิน้ดีเอ็นเอที่เตรียมไดในขอ 3.10.1.1 เขากับพลาสมิดเวกเตอร pBluescript 
KS(+/-) ที่ตัดดวยเรสทริกชนัเอนไซม EcoRI ในขอ 3.10.1.3 ดวยไลเกส (ligase) (Promega, USA) 
ตามวิธีของบริษัทผูผลิต  ดังแสดงในขอ 3.7.3 
 

3.10.2  คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 
 

คัดเลือกทรานสฟอรแมนททีม่ียีนที่เกีย่วของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนดวยวิธ ี Dot 
blot hybridization ตามวิธทีี่กลาวไวในขอ 3.7.4.  แลวนาํไปไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม DOX 
จากขอ 3.9.3 ดวยวิธกีารและขั้นตอนตามที่กลาวไวแลวในขอ 3.7.4.3    เมื่อคัดเลือกกลุมโคลนที่มี
ชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการไดแลวก็นํากลุมโคลนมาสกัดแยกรีคอมบิแนนทพลาสมิดของแตละโคลน  
แลวนําไปทํา Dot blot hybridization ซ้ําอีกครั้ง  จากนั้นนํารีคอมบิแนนทที่ใหผลบวกกับดีเอ็นเอ
ติดตามไปตัดดวยเรสทริกชนัเอนไซมที่จดจําบริเวณที่โคลน (cloning site) เพื่อแยกชิน้ดีเอ็นเอ 
สอดแทรกออกจากพลาสมดิเวกเตอร   จากนั้นนําไปทํา Southern hybridization ดวยดีเอ็นเอ   
ติดตาม DOX  ตามวิธีการและขั้นตอนที่กลาวไวแลวในขอ  3.6.3     

 
เมื่อคัดเลือกโคลนที่ตองการไดแลวหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่เกี่ยวของกับการยอย

สลายอะซีแนพธิลีนจากรีคอมบิแนนทพลาสมิด ตามวธิีการและขั้นตอนที่กลาวไวแลวในขอ 3.9 
โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบางสวนทีอ่ยูขางเคียงทรานสโปซอน 
Tn5 ทีท่ราบขอมูลแลวกอนหนานี้    ซึ่งลําดับนิวคลีโอไทดของยีนบางสวนไดมาจาก primer 
walking  บางสวนไดมาจากการสบัโคลนและใชไพรเมอรที่จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดของ 
พลาสมิดเวกเตอรในการหาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดเีอ็นเอสอดแทรก    เมื่อไดขอมูลของลําดับ
นิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอน็เอสอดแทรกครบถวนแลวจึงนําไปวิเคราะหหาแผนที่การตัดดวยเรสทริก
ชันเอนไซมโดยละเอียด  รวมทั้งหากรอบอานรหัสเปด (Open Reading Frame, ORF) ในการถอด
รหัสของยนีเปนเอนไซมที่เกีย่วของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยใชการวเิคราะหดวย
โปรแกรม DNASIS และรวมไปถึงการหาความเหมอืนและบริเวณที่คาดวาจะเปนกรอบอานรหัส
เปดโดยเทียบกับขอมูลใน GenBank ดวยโปรแกรม BlastX  

 
 



บทที่  4 
 

ผลการทดลอง 
 

ธัญนุช เกรียงไกรพิพัฒน (2544)  ไดกลายพันธุ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวย 
ทรานสโปซอน Tn5 โดยวิธีคอนจูเกชัน  ไดสายพันธุกลายชนิดตางๆ ที่มีความบกพรองในการยอย    
สลายอะซีแนพธิลีน  และศึกษาความสามารถในการเจริญในแหลงคารบอนตางๆ  พบวาสายพันธุ
กลาย D2 ไมสามารถเจริญในอะซีแนพธิลีน และแนพธาลีน  แตสามารถเจริญในอะซีแนพโธ      
ควิโนน  และกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก  นาจะเกิดจากการสอดแทรกดวยทรานสโปซอน 
Tn5 ที่ยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนส 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อหายีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอย  
สลายอะซีแนพธิลีน  จากสายพันธุกลาย D2 ของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ซึ่งมีความ  
บกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน  ดวยเทคนิคเซาทเธอรนไฮบริไดเซชัน โดยใชตัวติดตาม 
ทรานสโปซอน Tn5  

 
4.1 คนหาชิ้นสวนดีเอ็นเอบนโครโมโซมของสายพันธุกลาย D2 ของ Rhizobium sp. 
สายพันธุ CU-A1  ที่มีชิ้นทรานสโปซอนแทรกสอดอยูดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน 
(hybridization) 
 
 ติดตามทรานสโปซอน Tn5 ที่สอดแทรกอยูในดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 โดยเทคนิค
เซาทเธอรนไฮบริไดเซชันกับตัวติดตาม Tn5   ทําการไฮบริไดซในสภาพความเขมงวดสูง (high 
stringency) กับดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2  ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมตางๆ ตามที่ได
บรรยายในขอ 3.6.2.3  ผลไฮบริไดเซชันเปนดังที่แสดงในรูปที่ 4.1   พบวาเกิดสัญญาณไฮบริไดซ
ตางกัน  ในขณะที่สายพันธุ CU-A1 ซึ่งไมมีทรานสโปซอนอยูไมใหสัญญาณการไฮบริไดซ  สวน 
พลาสมิด pSUP2021 ที่ตัดดวย HindIII  จะใหสัญญาณเฉพาะชิ้นดีเอ็นเอขนาด 3.4 กิโลเบส  ซึ่ง
เปนดีเอ็นเอที่นําไปใชสรางเปนดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 
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รูปที่ 4.1  ก.)  อะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 ที่ตัดดวยเรสทริกชัน
เอนไซมชนิดตางๆ  ข.)  สัญญาณจากเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม 
ทรานสโปซอน Tn5 
 
 

ก.) ข.)
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4.2  โคลนชิ้นดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 ของ Rhizobium sp. CU-A1 ที่มีทรานสโป
ซอน Tn5 สอดแทรกอยู 
 
 จากผลการทดลองในขอ 4.1  ทําใหทราบขนาดดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2  ที่มี 
ทรานสโปซอน Tn5 สอดแทรกอยู  เลือกชนิดเรสทริกชันเอนไซมที่ใชตัดดีเอ็นเอสายพันธุกลาย D2 
ที่ใหสัญญาณขนาดที่เหมาะสมในการโคลน ไดแก BamHI และ EcoRI  ซึ่งจะใหชิ้นดีเอ็นเอขนาด 
7 กิโลเบส  มาโคลนเขาในพลาสมิด pBluescript KS(+/-) ตามวิธีการดังกลาวไวแลวในขอ 3.7  
จากนั้นทรานสฟอรมเขาสู E.coli DH5α 
 
 การคัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีทรานสโปซอน Tn5 สอดแทรกอยูทําไดโดยคัดเลือก
ดวยวิธี Blue/White selection โดยคัดเลือกเฉพาะโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก (insert) เชื่อม
กับพลาสมิดเวกเตอรซึ่งจะใหโคโลนีสีขาวและตานตอยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน  คัดเลือกโคลน      
ดังกลาวมาทดสอบจํานวน 560 โคลน   จากนั้นสุมผสมโคลนทั้งหมด 10 โคลนตออาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลว LB 1 หลอด   สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากแตละหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ   จากนั้นนํา 
พลาสมิดเหลานั้นมาทํา Dot blot hybridization ดวยดีเอ็นเอติดตาม Tn5 ตามวิธีที่ไดกลาวไวแลว
ในขอ 3.7.4.3   ผลสัญญาณจากการไฮบริไดซเปนไปตามรูปที่ 4.2  จากสัญญาณที่ปรากฏขึ้น
แสดงวามีโคลนที่มีชิ้น ดีเอ็นเอที่ตองการ (positive clone) อยูในกลุมตัวอยาง 2 กลุม คือ          
ตัวอยางกลุม D2 และ G4 
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รูปที่ 4.2  Dot blot  hybridization  ของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคลนที่ไดจากสายพันธุ
กลาย D2 ดวยดีเอ็นเอติดตาม Tn5   
 
ชองที่ A1 และ J6 พลาสมิด pSUP2021 (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที่ A2 และ J5 พลาสมิด pBluescript KS(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที่ A3-J4  รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนผสม 
 
 
  คัดเลือกตัวอยางกลุม D2 ซึ่งประกอบดวยโคลนตางๆ 10 โคลน  มาคัดแยกใหไดโคลนที่
มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ  โดยการแยกเพาะเลี้ยงแตละโคลนในอาหารเลี้ยงเชื้อและสกัดพลาสมิด
ดวยวิธี alkaline lysis   จากนั้นนําพลาสมิดเหลานั้นมาทํา Dot blot hybridization ดวยดีเอ็นเอ 
ติดตาม Tn5 อีกครั้ง   พบวาโคลนที่ B1 และ D2 ใหผลบวกหลังจากทําไฮบริไดเซชัน  แสดงวา
โคลนดังกลาวมีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ จึงเลือกโคลน D2 มาศึกษา  และตั้งชื่อพลาสมิดนี้วา pD2N 
ดังแสดงในรูปที่ 4.3 
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รูปที่ 4.3  Dot blot  hybridization  ของรีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนจากตัวอยางกลุม 
D2  ดวยดีเอ็นเอติดตาม Tn5  
 
ชองที่ A1   พลาสมิด pSUP2021 (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที่ A2  พลาสมิด pBluescript KS(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที่ B1-F2  รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนจากตัวอยางกลุม D2 
 
 
 จากนั้นตัดพลาสมิด pD2N ดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI/EcoRI และเรสทริกชัน
เอนไซมชนิดตางๆ  ทําเซาทเธอรนไฮบริไดซดวยดีเอ็นเอติดตาม Tn5 เพื่อระบุตําแหนงการตัด    
เรสทรกิชันเอนไซมและตําแหนงดีเอ็นเอติดตามบนชิ้นดีเอ็นเอดังแสดงในรูปที่ 4.4   และยังเปนการ
ยืนยันโคลนดวยเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันโดยใชดีเอ็นเอติดตาม Tn5  โดยสัญญาณที่เกิดขึ้นใน
สวน  ดีเอ็นเอสอดแทรก (insert) ที่ถูกตัดออกจากตําแหนงโคลน (cloning site) ของพลาสมิด 
pBluescript KS (+/-) ดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI/EcoRI ขนาดประมาณ 7.0 กิโลเบส      
จากนั้นนําขอมูลดังกลาวไปสรางแผนที่เรสทริกชันของรีคอมบิแนนทพลาสมิดดังแสดงในรูปที่ 4.5 
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รูปที่ 4.4  ก.)  อะกาโรสเจลของพลาสมิด pD2N ที่ถูกตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิด
ตางๆ เพื่อระบุตําแหนงการตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม  ข.)  สัญญาณจากเซาทเธอรน   
ไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม Tn5 

ก.) ข.)



 63

 

 
 
รูปที่ 4.5  แผนที่เรสทริกชัน (Restriction map) ของพลาสมิด pD2N 
 
4.3 หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนขางเคียงทรานสโปซอน 
 

 หาลําดับนิวคลีไอไทดของยีนขางเคียงทรานสโปซอนโดยใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร
ที่จําเพาะตอปลายของทรานสโปซอน Tn5 (TN5-OE primer)  ซึ่งมีทิศทาง 5’        3’  ออกจาก 
ทรานสโปซอน  ผลของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดแสดงในรูปที่ 4.6  เมื่อนําไปเทียบความเหมือน 
(homology) ของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดกับลําดับกรดอะมิโนของยีนใน GenBank ดวย
โปรแกรม BlastX ซึ่งจะทําการแปลงลําดับนิวคลโีอไทดดังกลาวใหเปนลําดับกรดอะมิโน  ผลแสดง
ใหเห็นวาลําดับกรดอะมิโนที่ถอดรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวมีความเหมือนกับ       
กรดอะมิโน α subunit ของไดออกซิจีเนสที่ถอดรหัสมาจาก dbdCa ของ Xanthobacter 
polyaromaticivorans สายพันธุ 127W เทากับ 69% (Accession NO.AB121977.1)  ซึ่งสามารถ
ยอยสลายไดเบนโซไทโอพีน 
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             10         20         30         40         50 
  5' TTGTGTATAA GAGTCAGCTA CATGACGATC CTCGGGCCGA AAGTGACCGA 
                  DOXF primer
         60         70         80         90        100 
     ATACCTGACT GCCGGACCGG CCTATGAGGA AGCGACGCGC CGCCTGGGCA 
            110        120        130        140        150 
     AGTCGCGGAC CGATGTACAC TTGTGTCACT GCAACATTTT CCCGAATCTG 
            160        170        180        190        200 
     TCGTTCCTGG CAGGAATCAA CACGGTCCGC ATGTGGCAGC CACGCGGCCC 
            210        220        230        240        250 
     CAACGAGATC GAGGTCTGGA CCTTCACCGT GGTGGACAAG ACCGCCCCGG 
            260        270        280        290        300 
     CCGAGATCAA GGAAGAATGG AGCCGCAACG TTTCGCGCAC CTTCTCGGCA 
            310        320        330        340        350 
     GGTGGCGTGT TCGAGCAGGA CGATGGCGAG AACTGGTGCG ACATCCAGCA 
            360        370        380        390        400 
     GGTGCTGAAG GGGCACGTCG CCCAGCAGCA GAAGTTCAAC ATCGAGATGG 
            410        420        430        440        450 
     CCTCTCACAC GATTACGACC GAGAATCCCG AGGGCTTTCC TGGGATCAGC 
            460        470        480        490        500 
     TTCGCGTACA CCTATGGTTG AGGAATCGGC ACGCGGAATG TATCGCTACT 
         DOXR primer 
            510        520        530        540         
     GGACGCAGAT CATGACAGCC CCGGACTGGC CCTCCATCCG 3' 

 
 
รูปที่ 4.6  ลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบริเวณขางเคียงทรานสโปซอน Tn5 ลําดับ     
นิวคลีโอไทดสวนที่เปนอักษรหนาแสดงถึงสวนที่เปนทรานสโปซอน Tn5  ตัวอักษรปกติ
คือ  ดีเอ็นเอขางเคียงทรานสโปซอน Tn5  ตัวอักษรที่ขีดเสนใตคือบริเวณที่ออกแบบเปน     
โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรใชสําหรับปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อสรางดีเอ็นเอ     
ติดตาม DOX และลูกศรแสดงทิศทาง 5’         3’ ของไพรเมอร 
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4.4  คนหาชิ้นสวนของดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. CU-A1 ที่มียีนที่เกี่ยวของกับการยอย
สลายอะซีแนพธิลีนดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน 
 

4.4.1  ทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) เพื่อนํา   
ผลิตภัณฑ PCR ไปสรางเปนดีเอ็นเอติดตามยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 
 
 จากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอขางเคียงทรานสโปซอน Tn5  สามารถนํามาใช
ในการออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะกับดีเอ็นเอดังกลาวโดย forward primer   
ตั้งชื่อวา DOXF และ reverse primer  ตั้งชื่อวา DOXR  โดยบริเวณที่ออกแบบเปนโอลิโก          
นิวคลีโอไทดไพรเมอรตามที่แสดงไวในรูปที่ 4.6  จากนั้นทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามวิธีการ 
ที่กลาวไวแลวในขอ 3.9.2  โดยใชพลาสมิด pD2N ที่มีสวนของดีเอ็นเอขางเคียงทรานสโปซอน 
Tn5 ดังกลาวเปนแมแบบ   ผลิตภัณฑ PCR (PCR product)  มีขนาด 438 bp  ตามที่คาดหมาย
ดังแสดงในรูปที่ 4.7  นําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมาทําการติดฉลากดวย DIG  ตามขั้นตอนและวิธีการ
ที่กลาวไวแลวในขอ 3.6.1  ตั้งชื่อดีเอ็นเอติดตามนี้วาดีเอ็นเอติดตาม DOX (DOX-probe) 

 
รูปที่ 4.7  อะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR ที่จะนําไปสรางเปนดีเอ็นเอ
ติดตาม 
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4.4.2  ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  ดวยดีเอ็นเอติดตามที่
จําเพาะกับยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีน (DOX-probe) 
 
 หาตําแหนงดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  บริเวณที่มียีนที่เกี่ยวของกับ
การยอยสลายอะซีแนพธิลีน  โดยนําดีเอ็นเอติดตาม DOX  มาไฮบริไดซในสภาพความเขมงวดสูง 
(high sringency)  กับดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  ที่ตัดดวยเรสทริกชัน
เอนไซมชนิดตางๆ   ผลการไฮบริไดซเปนดังที่แสดงในรูปที่ 4.8   พบวา Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1  ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ  เกิดสัญญาณจากการไฮบริไดซขนาดตางๆกัน   
ในขณะที่พลาสมิด pBluescript KS(+/-)   ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI/EcoRI (ตัวควบ
คุมผลลบ) ไมใหสัญญาณการไฮบริไดซ  และพลาสมิด pD2N ที่ตัดดัวยเรสทริกชันเอนไซม 
BamHI/EcoRI (ตัวควบคุมผลบวก)  ใหสัญญาณเฉพาะสวนแทรกสอดขนาดประมาณ 7.0      
กิโลเบส 
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รูปที่ 4.8  ก.)  อะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. CU-A1 ที่ตัดดวยเรสทริกชัน
เอนไซมตางๆ  ข.)  สัญญาณจากเซาทเธอรนไฮบริไดเชซันดวยดีเอ็นเอติดตาม DOX  

ก.) ข.) 
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4.5  โคลนชิ้นดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่มียีนที่เกี่ยวของกับการยอย
สลายอะซีแนพธิลีน 
 
 ผลไฮบริไดเซชันที่ไดในขอ 4.4 ทําใหทราบตําแหนงของดีเอ็นเอที่มียีนที่เกี่ยวของกับการ
ยอยสลายอะซีแนพธิลีนในบริเวณที่ศึกษาอยูดังกลาว  ซึ่งเรสทริกชันเอนไซมแตละชนิดจะให
สัญญาณที่แตกตางกัน  ในที่นี้คัดเลือกสัญญาณที่เกิดจากการตัดดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. 
สายพันธุ CU-A1 ดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI  ซึ่งใหสัญญาณขนาดประมาณ 5.9 กิโลเบส  
เพื่อการโคลนโดยการเชื่อมดีเอ็นเอบริเวณที่เกิดสัญญาณดังกลาวเขายังพลาสมิด pBluescript 
KS(+/-) ตามวิธีการในขอ 3.10.1 จากนั้นทรานสฟอรมเขาสู E.coli DH5α 
 
 สําหรับวิธีการคัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิ
ลีนในบริเวณดังกลาวทําไดโดยขั้นตอนที่กลาวไวแลวในขอ 4.2  จากนั้นนําพลาสมิดเหลานั้นมาทํา 
Dot blot hybridization ดวยดีเอ็นเอติดตาม DOX ตามวิธีการในขอ 3.7.4.3  ผลของสัญญาณ
จากการไฮบริไดซเปนไปตามรูปที่ 4.9 จากสัญญาณที่ปรากฏขึ้นแสดงวามีโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอ     
ที่ตองการ (positive clone) อยูในกลุมตัวอยาง 2 กลุม คือ  ตัวอยางกลุม C6 และ D2 

 
รูปที่ 4.9  Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคลนที่ไดจากสายพันธุ 
CU-A1 ดวยดีเอ็นเอติดตาม DOX 
 
ชองที่ A1 และ F6 พลาสมิด pD2N (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที่ A2 และ F5 พลาสมิด pBluescript KS(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที่ A3-F4  รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนผสม 
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 คัดเลือกตัวอยางกลุม C6 ซึ่งประกอบดวยโคลนตางๆ 10 โคลน  มาคัดแยกใหไดโคลนที่
ตองการ  โดยแยกเพาะเลี้ยงแตละโคลนในอาหารเลี้ยงเชื้อและสกัดพลาสมิดดวยวิธี alkaline lysis  
จากนั้นนําพลาสมิดเหลานั้นมาทํา Dot blot hybridization ดวยดีเอ็นเอติดตาม DOX  อีกครั้ง 
ตามวิธีการที่ไดกลาวแลวใน 3.7.4.3  ผลของสัญญาณจากการไฮบริไดซเปนไปตามรูปที่ 4.10  
ตามสัญญาณที่ปรากฏขึ้นแสดงวาโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ (positive clone) คือ C2 ตั้งชื่อ  
รีคอมบิแนนทพลาสมิดนี้วา pDE 

 
 
รูปที่ 4.10  Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนจากตัวอยางกลุม
C6 ดวยดีเอ็นเอติดตาม DOX 
 
ชองที่ A1   พลาสมิด pD2N (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที่ A2  พลาสมิด pBluescript KS(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที่ B1-F2  รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนจากตัวอยางกลุม C2 
 
 จากนั้นตัดพลาสมิด pDE ดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI และเรสทริกชันเอนไซมชนิด
ตางๆ  และทําเซาทเธอรนไฮบริไดซดวยดีเอ็นเอติดตาม DOX เพื่อระบุตําแหนงเรสทริกชันเอนไซม
และตําแหนงดีเอ็นเอติดตามบนชิ้นดีเอ็นเอดังแสดงในรูปที่ 4.11 และ 4.12  และยังเปนการยืนยัน
โคลนดวยเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันโดยใชดีเอ็นเอติดตาม DOX  โดยสัญญาณที่เกิดขึ้นในสวน     
ดีเอ็นเอสอดแทรก (insert) ที่ถูกตัดออกจากตําแหนงโคลน (cloning site) ของพลาสมิด 
pBluescript KS (+/-) ดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI ขนาดประมาณ 5.9 กิโลเบส  นอกจากนี้นํา
ไปสรางแผนที่เรสทริกชันภายในรีคอมบิแนนทพลาสมิดดังกลาวดังแสดงในรูปที่ 4.13 
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รูปที่ 4.11  ก.)  อะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอพลาสมิด pDE ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมเด่ียว
ชนิดตางๆ  เพื่อหาตําแหนงเรสทริกชันเอนไซมในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก  ข.)  สัญญาณ
จากเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม DOX 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก.) ข.)
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รูปที่ 4.12  ก.)  อะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอพลาสมิด pDE ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมคูชนิด
ตางๆ  เพื่อหาตําแหนงเรสทริกชันเอนไซมในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก  ข.)  สัญญาณจาก
เซาทเธอรนไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม DOX 
 
 

ก.) ข.)
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รูปที่ 4.13  ก.)  ภาพแสดงแผนที่เรสทริกชันของพลาสมิด pDE และตําแหนงของดีเอ็นเอ
ติดตาม DOX ในบริเวณชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก  ข.)-ง.)  แสดงรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ได
มาจากการสับโคลนชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกของพลาสมิด pDE เพื่อนําไปใชในการหาลําดับ
นิวคลีโอไทด ไดแก พลาสมิด pDEB (ข.) pDBH (ค.) และ pDS (ง.)  
 

ก.) 

ข.) 

ค.) 

ง.)
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4.6 หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนจากพลาสมิด  
pDE 
 
 การหาลําดับนิวคลีโอไทดในที่นี้ใชทั้งวิธี primer walking ซึ่งเปนการออกแบบไพรเมอรที่
จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดสวนที่ทราบแลวและหาลําดับนิวคลีโอไทดตอจากบริเวณดังกลาว 
และอีกวิธีหนึ่งคือ การหาลําดับนิวคลีโอไทดดวย universal primer ที่จําเพาะกับปลายดานใดดาน
หนึ่งของพลาสมิดพาหะในรีคอมบิแนนทพลาสมิดของสับโคลนและหาลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูภาย
ในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกของรคีอมบิแนนทพลาสมิด     
 
 จากการหาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกทั้งชิ้นในพลาสมิด pDE ไดลําดับ
นิวคลีโอไทดขนาด 5891 bp ตามที่แสดงไวในรูปที่ 4.14 จากรูปพบวาเมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีนดังกลาวไปวิเคราะหโดยโปรแกรม BlastX ที่แปลงลําดับนิวคลีโอไทดใหเปนลําดับกรด     
อะมิโนจากนั้นนําไปเทียบความคลายคลึงกับกรดอะมิโนของยีนตางๆใน GenBank (ภาคผนวก ค) 
ไดพบกรอบอานรหัสเปด (Open Reading Frame, ORF) จํานวน 5 กรอบ ซึ่งมีทิศทางการถอด
รหัสไปทางเดียวกัน  เรียงตามลําดับดังตอไปนี้ 
 1. กรอบอานรหัสเปดที่ 1 (ORF1) มีกรดอะมิโนทั้งสิ้น 434 ตัว พบวากรดอะมิโนมีความ
เหมือนกับ α subunit ของไดออกซิจีเนสที่ประมวลรหัสโดย dbdCa ของ Xanthobacter 
polyaromaticivorans สายพันธุ 127W (Accession No. AB121977.1) เทากับ 76%  ใหชื่อ 
ORF1 วา acnAc 
 2. กรอบอานรหัสเปดที่ 2 (ORF2) มีกรดอะมิโนทั้งสิ้น 185 ตัว พบวากรดอะมิโนมีความ
เหมือนกับ β subunit ของไดออกซิจีเนสที่ประมวลรหัสโดย dbdCb ของ Xanthobacter 
polyaromaticivorans สายพันธุ 127W (Accession No. AB121977.1)  เทากับ 60%  ใหชื่อ 
ORF2 วา acnAd 
 3. กรอบอานรหัสเปดที่ 3 (ORF3) มีกรดอะมิโนทั้งสิ้น 101 ตัว พบวากรดอะมิโนมีความ
เหมือนกับเฟอรรีดอกซินของไดออกซิจีเนสที่ประมวลรหัสโดย dbdCc ของ Xanthobacter 
polyaromaticivorans สายพันธุ 127W (Accession No. AB121977.1) เทากับ 71% ใหชื่อ 
ORF3 วา acnAb 
 4. กรอบอานรหัสเปดที่ 4 (ORF4) มีกรดอะมิโนทั้งสิ้น 277 ตัว พบวากรดอะมิโนมีความ
เหมือนกับไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส (dihydrodiol dehydrogenase) ที่ประมวลรหัสโดย 
dbdD ของ Xanthobacter polyaromaticivorans สายพันธุ 127W  (Accession No. 
AB121977.1)  เทากับ 67% ใหชื่อ ORF4 วา acnB 
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 5. กรอบอานรหัสเปดที่ 5 (ORF5) มีกรดอะมิโนทั้งสิ้น 466 ตัว พบวากรดอะมิโนมีความ
เหมือนกับอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (aldehyde dehydrogenase) ที่ประมวลรหัสโดย phnF ของ 
Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) เทากับ 65%  ใหชื่อ 
ORF5 วา acnF  ORF5 เปนกรอบอานรหัสเปดที่ไมสมบูรณ กลาวคือยังไมสามารถพบรหัสหยุด
การแปลรหัสที่ตําแหนงสุดทายของ ORF 
 พบบริเวณที่คาดวาจะเปนตําแหนงโปรโมเตอร  และตําแหนงจับเกาะของไรโบโซม 
(putative ribosome binding site) กอนหนากรอบอานรหัสเปดทุกกรอบ   จากขอมูลของลําดับ
นิวคลีโอไทดสามารถนําไปสรางแผนที่เรสทริกชันโดยละเอียดดังแสดงในรูปที่ 4.15 จากรูปนอก
จากจะแสดงบริเวณจดจําของเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกของ พลาสมิด 
pDE โดยสมบูรณแลวยังไดแสดงใหเห็นถึงบริเวณที่เปน ORF ตามที่กลาวมาแลวขางตนและแสดง
ตําแหนงที่ทรานสโปซอน Tn5 แทรกสอดในสายพันธุกลาย D2 ดวย 
 นอกจากนี้ยังนําลําดับกรดอะมิโนของกรอบอานรหัสเปดที่ 1 (acnAc) และกรอบอานรหัส
เปดที่ 2 (acnAd)  มาสราง phylogenetic tree   ใชโปรแกรม Clustal W version 1.6  ทํา 
multiple alignment   และสราง phylogenetic tree โดยใชโปรแกรม PHYLIP version 3.572c 
(SEQBOOT, NEIGHBOR และ CONSENSE)  ดังแสดงในรูปที่ 4.16 และ 4.17 ตามลําดับ 
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1    5'GAATTCCTCGGCACCCGCATGGTATTCCACACCGGGGTAGTCCACATATGCGGTTTCGAG 
 
61     GTTCAGCGCGGCGAGGGGCGGATAGGCCGCCATAATCGCGTCGCGGCTGTCGAACAGCGC 
              
121    GGCCAGAAGCGCCTTGACTCGTTCGTCGGGAACATGCGCGCCGACCACCAGCACATTGTC 
 
181    CCAGGTGAGCATCATGATTGGCTTCTCGACGCCGACCCGAACCGGCGCGGGCGTGACTTC 
 
241    CGTGAAATAGTAGGTCGGCCGATGCTTGCGCACCGCTGCTAAGGCCGCCTCGCCCGAGGC 
  
301    AACTTCCAGGAAGCGGACCCCGCCGACTGAGGCGCCGACTTCGGCCACCTTCGGCCCGCC 
  
361    CACCGCGAAAAAGGCAGCATCCGTCTGCCCCGAAACAAGCGCGTCGGCTCCGCGGATGAG 
  
421    TTCGGGCATCGGCACGCCGACCACTTCGTCATAGCTGATCCCGTCGGCCTCGAGCAGCGC 
 
481    GCTCACCAGTGGGCGGTTGAGCGGAAACGCCTCCCAACCGGAGGGCACACGCATACCCTT 
 
541    GAGGTCGGACACGCGAATCATTTTCGAGTCGGCTCGCACGAAAAGCCCGACCGGGAAGGA 
  
601    ATTGATCCGGGCCACGACCCGCAGGTTCGGCATCGGCGCCGAATATTCGCCGGACCCGTC 
  
661    GACTGCGGTGATCACATCGTTGATATCATTCAGCGAATACTCGGCCAGCGCGTCGTTGAC 
  
721    GGCCTGCATCATCTGGCTGTTGCCGCCATAGGGCTGAACAACCAGCCTGCCACCGTCGGC 
 
781    CTTGCGGGCCTCGGCGGCGATGACCGACGCCATGGTGTTCCATACAGAACCGGCGGGCGG 
 
841    GGTCGCAATCGCCTCAACCTGCGCAGAAGCATTGCCTGACACCAGACACGCAAAAATTGC 
  
901    GACCGTCGAAAGTCGTGCCGAAAACAGCTTGCTCATTTTCATCCTCCCTTTGTTGTCGAT 
  
961    GCGCTGGTCTGGATCTTACCTCCCTGCCAGTCCGGCAAAAGAATGTTATCCAGATTTCAG 
 
1021   AAAATTGAAAGCATGCTTTTTTTTATTGCCGAGATTTTCAGAATGCGATAACAAGCTGTG 
  
                                                       -35 
1081 GAGCTTGGGGATCGCGGAGGGGCTGTTTGGTCCCAGGCCAATTTTTGTTCCAACGGGAGG 
 
            -10                                             RBS 
1141   AAGTTCAAATGAATGCCAGTGTGCAGGGCGCTTTGCGCTCATACTCCGACGCCGAAATTC 
 
            ORF1 (acnAc) 
1201   TCGGGATGATTGACGAGAAAGCCGGAGTCTACAATCCGAAGATCTACACGGACGAATCGC 
1           M  I  D  E  K  A  G  V  Y  N  P  K  I  Y  T  D  E  S  L   
 
1261   TCTACAAGCTTGAACTGGAGCGCATCTTCGCCCGCACCTGGGTCTGCATGGGCCATGAGT 
20       Y  K  L  E  L  E  R  I  F  A  R  T  W  V  C  M  G  H  E  S   
 
1321   CGCAGATTGCCAAGCCGGGTGACTTCATCACGGCCTACATCGGCGAGGATCCTGTCGTCG 
40       Q  I  A  K  P  G  D  F  I  T  A  Y  I  G  E  D  P  V  V  V   
 
1381   TGTCGCGGCAGAAGGATGGAAGCATTCGCGTGTTCCTGAACCAGTGTCGGCATCGCGGTA 
60       S  R  Q  K  D  G  S  I  R  V  F  L  N  Q  C  R  H  R  G  M   
 
1441   TGCGCATCTGCCGCGCCGACTCTGGCAATGCGAAGGCGTTCACCTGCACCTACCATGGCT 
80       R  I  C  R  A  D  S  G  N  A  K  A  F  T  C  T  Y  H  G  W   
                   Rieske [2Fe-2S] binding motif 
 
1501   GGGCCTACAACCAGGGCGGCGAACTTGTCAGTGTCCCGATGGAGCAGGAAGCCTTCGGTG 
100      A  Y  N  Q  G  G  E  L  V  S  V  P  M  E  Q  E  A  F  G  G   
 
 

                                                               (มีตอหนาถัดไป)   
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1561   GCTGCCTGAACAAGAAGGAGTGGGGCCCGAAGCAGGCGCGGGTCGACACCTACAAGGGTC 
120      C  L  N  K  K  E  W  G  P  K  Q  A  R  V  D  T  Y  K  G  L   
 
1621   TGATCTTCGCGAACTGGGATGCTGAAGCTCCATCGCTTGACGAGTATCTGGGCGAGGCCA 
140      I  F  A  N  W  D  A  E  A  P  S  L  D  E  Y  L  G  E  A  K   
 
1681   AATTCTACATGGACATCATGCTCGACCGCTGCGAGGGCGGCACAGAGGCGGTGCCCGGCA 
160      F  Y  M  D  I  M  L  D  R  C  E  G  G  T  E  A  V  P  G  I   
 
1741   TCCAGAAGTGGGTCATCCCCTGCAACTGGAAGTTCGCTGCCGAGCAGTTTGCGTCGGATG  
180      Q  K  W  V  I  P  C  N  W  K  F  A  A  E  Q  A  A  S  D  A   
 
1801   CCTACCACGCCGGCACGACCTCACATCTGTCCGGCATCATGGCGGGCGTGCCGGACGACG  
200      Y  H  A  G  T  T  S  H  L  S  G  I  M  A  G  V  P  D  D  V   
        mononuclear Fe2+ binding motif      
 
1861   TGGATCTGTCGCAGGTCGCACCGCCGACCACGGGGCTGAACGTCCACATGTCGAACGGCC 
220      D  L  S  Q  V  A  P  P  T  T  G  L  N  V  H  M  S  N  G  H   
 
1921   ACGGCTGCGGCCTGTTCTTGCGCAACCCGATGTTCTACATGACGATCCTCGGGCCGAAAG 
240      G  C  G  L  F  L  R  N  P  M  F  Y  M  T  I  L  G  P  K  V   
 
1981   TGACCGAATACCTGACTGCCGGACCGGCCTATGAGGAAGCGACGCGCCGCCTGGGCAAGT  
260      T  E  Y  L  T  A  G  P  A  Y  E  E  A  T  R  R  L  G  K  S   
 
2041   CGCGGACCGATGTACACTTGTGTCACTGCAACATTTTCCCGAATCTGTCGTTCCTGGCAG  
280      R  T  D  V  H  L  C  H  C  N  I  F  P  N  L  S  F  L  A  G   
 
2101   GAATCAACACGGTCCGCATGTGGCAGCCACGCGGCCCCAACGAGATCGAGGTCTGGACCT 
300      I  N  T  V  R  M  W  Q  P  R  G  P  N  E  I  E  V  W  T  F   
 
2161   TCACCGTGGTGGACAAGACCGCCCCGGCCGAGATCAAGGAAGAATGGAGCCGCAACGTTT 
320      T  V  V  D  K  T  A  P  A  E  I  K  E  E  W  S  R  N  V  S   
 
2221   CGCGCACCTTCTCGGCAGGTGGCGTGTTCGAGCAGGACGATGGCGAGAACTGGTGCGACA 
340      R  T  F  S  A  G  G  V  F  E  Q  D  D  G  E  N  W  C  D  I   
 
2281   TCCAGCAGGTGCTGAAGGGGCACGTCGCCCAGCAGCAGAAGTTCAACATCGAGATGGCCT 
360      Q  Q  V  L  K  G  H  V  A  Q  Q  Q  K  F  N  I  E  M  A  S   
 
2341   CTCACACGATTACGACCGAGAATCCCGAGGGCTTTCCTGGGATCAGCTTCGCGTACACCT 
380      H  T  I  T  T  E  N  P  E  G  A  P  G  I  S  F  A  Y  T  Y   
 
2401   ATGGTGAGGAATCGGCACGCGGAATGTATCGCTACTGGACGCAGATCATGACAGCCCCGG 
400      G  E  E  S  A  R  G  M  Y  R  Y  W  T  Q  I  M  T  A  P  D   
 
2461   ACTGGCCCTCCATCCGCGAGATCAAGCCGCTTCCGGTTGCGGCGGAATAACGCTCCACTG 
420      W  P  S  I  R  E  I  K  P  L  P  V  A  A  E  *  
 
2521   GCGGCGACAGTTCGCTGACTAGTCAGATAGTCAGCCGGAATGCCCGGCAGGCACCATAAT 
 
              RBS      ORF2 (acnAd)  
2581   GCATTGGGAGGAAACCATGCTCGATACTACCTTCAAAACCGCCTTTGAGCGCAAGCCGAA 
1                      M  L  D  T  T  F  K  T  A  A  E  R  K  P  K   
 
2641   GACCGTTTCCCTTGAGCTTCAGCACGAGGTCGAACAATTCCTGTACTGGGAGACTAAGCT 
16      T  V  S  L  E  L  Q  H  E  V  E  Q  F  L  Y  W  E  T  K  L   
 
2701   GCTGACGGATCGCCGTTACGAGGAATGGTTCGGCCTTCTCGCTTCGGATCTGCGCTATTG 
36 L  T  D  R  R  Y  E  E  W  F  G  L  L  A  S  D  L  R  Y  W   
 
 

                                                              (มีตอหนาถัดไป) 
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2761   GATGCCGATACGCTCGACCAGGATCATGCGCGAAGTCGCTCAGGAATACACCGACGAGAA 
56      M  P  I  R  S  T  R  I  M  R  E  V  A  Q  E  Y  T  D  E  N   
 
2821   CGGCTTCGCCCATTTTGACGACAACTGGCACACGATGAAGGGCCGGATCAAGAAGATCAT 
76      G  F  A  H  A  D  D  N  W  H  T  M  K  G  R  I  K  K  I  M   
 
2881   GTCGGATGTGGGCTGGTCCGAGAACCCGGCCTCGCGTCTGCGGTATCTGGTCGGCAACGT 
96      S  D  V  G  W  S  E  N  P  A  S  R  L  R  Y  L  V  G  N  V   
 
2941   GATGATCGTACCCGAGAGCGACAACGAGCTGAATGTCGTTTCCGCGATGATGATCTACCG 
116     M  I  V  P  E  S  D  N  E  L  N  V  V  S  A  M  M  I  Y  R   
 
3001   CACGCGGCAGGAGCGTCAGCTGGACGTGTTCGCTTGCGAGCGCCACGATGTGCTGCGTCG 
136     T  R  Q  E  R  Q  L  D  V  F  A  C  E  R  H  D  V  L  R  R   
 
3061   CGTCGACAGCGAGGCCGGTTTCGAGATTGCGAGCCGTAAGGTTCTGGTGGATCAGAGCAC 
156     V  D  S  E  A  G  F  E  I  A  S  R  K  V  L  V  D  Q  S  T   
 
                                              RBS   ORF3 (acnAb)     
3121   GATCCTGTCGAACAACCTCAGCTTCTTCTTCTGATAGGGGGAAAAATGGCGTGGACAAAA 
176     I  L  S  N  N  L  S  F  F  F  *             M  A  W  T  K 
 
3181   GCTTTCCCTTCGGCAGACCTGCCGGAGGGAGAAATGAAACAATTTGCCGGGGCGGCAGAG 
6      A  F  P  S  A  D  L  P  E  G  E  M  K  Q  A  A  G  A  A  E   
 
3241   CCGATCCTGATCTGCAAGCTGGGCGGCAAGGTGCACGCTGTTCAGGATACCTGCACGCAC 
26     P  I  L  I  C  K  L  G  G  K  V  H  A  V  Q  D  T  C  T  H   
 
3301   GACACCTGGTCGCTAGCAGATGGCTTTCTGGAGGACGGGATCGTCGAGTGCAGCCTTCAC 
46     D  T  W  S  L  A  D  G  A  L  E  D  G  I  V  E  C  S  L  H   
                     Rieske [2Fe-2S] binding motif 
 
3361   TTCGCAAAGTTCTGTGTAAGAACTGGTCAAGTTAAGGCGCTTCCTGCCTGTGACGCCCTC 
66     F  A  K  F  C  V  R  T  G  Q  V  K  A  L  P  A  C  D  A  L   
  
3421   AAGGTCTTCCCAGCAAAAATCGAGAACGACTTTATCTACATCGACTGCTGATACAGAATT 
86     K  V  F  P  A  K  I  E  N  D  A  I  Y  I  D  C  *    
 
                    RBS        ORF4 (acnB)                       
3481   ACGAAAGCAAAGGGAGGAAAAGCAATGCAACTCAAGGATCAAGTCGCGCTCGTGACGGGC 
1                              M  Q  L  K  D  Q  V  A  L  V  T  G   
  
3541   GGCGGGTCAGGTCTTGGTCGGGCCATTGTCGAGCGATACGTGGAAGAGGGTGCACACGTC 
13     G  G  S  G  L  G  R  A  I  V  E  R  Y  V  E  E  G  A  H  V   
 
3601   GCAATCTTCGATCGTTCGCACGAACGCATCGAAGAAGTTACGCGGGCGCTTGGCGGCAAG 
33     A  I  F  D  R  S  H  E  R  I  E  E  V  T  R  A  L  G  G  K   
 
3661   GTCATTGGCATCGCCGGCGACGTGCGCGAGATGGCCGACAACAAGCGGGCAGTGGTTGAA 
53     V  I  G  I  A  G  D  V  R  E  M  A  D  N  K  R  A  V  V  E   
 
3721   TGTGTGAAGGCTTTTGGCAAACTTGATACCCTGGTCGGCAATGCCGGCGTCTGGGACTGG 
73     C  V  K  A  A  G  K  L  D  T  L  V  G  N  A  G  V  W  D  W   
 
3781   TCGAAATCGCTGGTGTCCACAGCGGACGATGCACTCGTCAGCGCCTTTGACGAGATGTTC 
93     S  K  S  L  V  S  T  A  D  D  A  L  V  S  A  A  D  E  M  F   
 
3841   GCGATCAACGTCAAAGGTTACGTCCTTGCTGCCAAGGCGGCGTTGCCCGAGCTGTACAAA 
113    A  I  N  V  K  G  Y  V  L  A  A  K  A  A  L  P  E  L  Y  K   
 
3901   TCCAAGGGGCAGATGATCTTCACCGCCTCGAATGCATCGTTCTATCCTGGTGGCGGCGGC 
133    S  K  G  Q  M  I  F  T  A  S  N  A  S  F  Y  P  G  G  G  G   
 

                                                              (มีตอหนาถัดไป) 
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3961   GTTCTCTACACCGCGACGAAACATGCCGTGGTCGGTATGATCAAGCAGATGGCGCACGAG 
153    V  L  Y  T  A  T  K  H  A  V  V  G  M  I  K  Q  M  A  H  E   
  
4021   TTCGCGCCTCATGTGCGGGTTAACGGCGTCGCCCCTGGCGGTATCGGCGGCAGCAACCTT 
173    F  A  P  H  V  R  V  N  G  V  A  P  G  G  I  G  G  S  N  L   
 
4081   GCCGGCATCGGTGCCCTTGGCCAGGCGGGACAGAAGTTCTCGGAGCTGCCGCTGAACGAC 
193    A  G  I  G  A  L  G  Q  A  G  Q  K  F  S  E  L  P  L  N  D   
  
4141   CTGATGAAGCAGATGCTGCCGCTCGAGCGAGCGTTCCACGCTCGGGAATATGCCGGTGCA 
213    L  M  K  Q  M  L  P  L  E  R  A  F  H  A  R  E  Y  A  G  A   
 
4201   TATGTGTTCTTCGCAAACCGCAAGGACAACCAGCCGGGAACCGGCGGCGTGCTGAACTTC 
233    Y  V  F  F  A  N  R  K  D  N  Q  P  G  T  G  G  V  L  N  F   
 
4261   GATGGCGGTATCGGCATGCGTGGCTTCGCGTCCGCAAACATGGGCGCCGAACTGGTCGAA 
253    D  G  G  I  G  M  R  G  F  A  S  A  N  M  G  A  E  L  V  E   
 
4321   GCCTTCGGTAACGCCTGAATCGGCCGGGGCAGTTTCGAACTCTGTTACCGGATCGAACCT 
273    A  F  G  N  A  *    
 
4381   GCTTCGGGGCTGATATGACCGACTGTCCTAGACCGGACCGAGCCGGTTGATGGCTGTTGC 
 
                                                 RBS        ORF5    
4441   GCCCGGCATGGCTACCGGGTGCGGGCATCGACAAACCAACAGGAGGAAACGCAATGGATA 
1                                                           M  D  T   
       (acnF) 
4501   CTTTGCTCTATATCGACAACGAGGCGCGCGGCGCGACTGACAACGAAACCTTCGCCCGCC 
4        L  L  Y  I  D  N  E  A  R  G  A  T  D  N  E  T  F  A  R  R   
 
4561   GCTCGCCGGTGACCGGCGAGGTCGTCACCCAGGGGGCCGCGGCGAAGTCGGAGGATGCGC 
24       S  P  V  T  G  E  V  V  T  Q  G  A  A  A  K  S  E  D  A  L   
 
4621   TTGCGGCGATCGATTCGGCGCAGCGCGCATTCGTGACTTGGTCCCAGACCGGTCCGGGCC 
44       A  A  I  D  S  A  Q  R  A  F  V  T  W  S  Q  T  G  P  G  Q   
 
4681   AGCGTCGCGTGCTGCTGATGCGCGCCGCCGACGAGATCGAGAAGCGCACCGAAGACTTTG 
64       R  R  V  L  L  M  R  A  A  D  E  I  E  K  R  T  E  D  A  V   
 
4741   TCGTCGCCATGAAGGGCGAGGTTGGCGCCGGCGAGCTCTGGGCGCGCTTCAACGTGATGC 
84       V  A  M  K  G  E  V  G  A  G  E  L  W  A  R  F  N  V  M  L   
 
4801   TTGCGGCGAACGTGTTCCGCGAAGCCGCAGCAATGACCACGCAGATTCAGGGGCGCACCA 
104      A  A  N  V  F  R  E  A  A  A  M  T  T  Q  I  Q  G  R  T  I   
 
4861   TTCCCTCGGACAAGCCGGGTACGCTGTCGATGACCGTGCGCCAGCCGGTTGGCGTAATCC 
124      P  S  D  K  P  G  T  L  S  M  T  V  R  Q  P  V  G  V  I  L   
 
4921   TCTCGATCGTGCCGTGGAACGGGCCGATCGTGCTGGCGGCGCGCGCCATCGCCTATCCGC 
144      S  I  V  P  W  N  G  P  I  V  L  A  A  R  A  I  A  Y  P  L   
 
4981   TAATGTGCGGCAACACGGTCGTTTTCCGTGCCTCGGAAACCTCGCCCAAGACGCACGCCC 
164      M  C  G  N  T  V  V  F  R  A  S  E  T  S  P  K  T  H  A  L   
 
5041   TGGTGGCAGAGGCAGTCTATGCCGCAGAGTTCCCGGCCGGAACGCTGAACTTCGTGACCA 
184      V  A  E  A  V  Y  A  A  E  F  P  A  G  T  L  N  F  V  T  N   
 
5101   ACGATCCGAAGGACGCCCCCGAAGTCATCGAGACCATGATCGCCCACCCGGCGGTGCGCC 
204      D  P  K  D  A  P  E  V  I  E  T  M  I  A  H  P  A  V  R  R   
 
 
 
 

                                                              (มีตอหนาถัดไป) 
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5161   GCGTCAACTTCACCGGCTCGACCAACGTCGGCCGGATCATAGGCGAGAAATGCGGCCGCC 
224      V  N  F  T  G  S  T  N  V  G  R  I  I  G  E  K  C  G  R  H   
                  NAD+ binding fold 
 
5221   ATCTCAAGCGGTGCATCCTGGAGCTTGGCGACAAGTCGCCGATGGTCGTGCTGCGCGATG 
244      L  K  R  C  I  L  E  L  G  D  K  S  P  M  V  V  L  R  D  A   
                Active site of aldehyde dehydrogenase 
 
5281   CCGACATCGACGGCGCAGTGAACGCGACGATTTTCGGAGCCTTTCTCTACCAGGGACAGA 
264      D  I  D  G  A  V  N  A  T  I  F  G  A  A  L  Y  Q  G  Q  I   
 
5341   TCTGCATGTCGACCGAGCGGGTCATCGTCGAGGAGCCGATCGCCGACGCCTTCGTAGAGA 
284      C  M  S  T  E  R  V  I  V  E  E  P  I  A  D  A  F  V  E  K   
 
5401   AGCTTGCGGCACGCGCTGCCCAGCTTCAGGCCGGCGACCCGCGCACCCAGGCCGCCTGCG 
304      L  A  A  R  A  A  Q  L  Q  A  G  D  P  R  T  Q  A  A  C  A   
 
5461   CACTTGGCCCGGTCGTGAGCCAGGGTGCCGCAGACCGGCTAAACGCACTTCTTGACGACG 
324      L  G  P  V  V  S  Q  G  A  A  D  R  L  N  A  L  L  D  D  A   
 
5521   CAGTCGCCAAGGGGGCGGAGCTCAGGTCCGGCGGTCACGCCGACCACACGCTGATGTCGG 
344      V  A  K  G  A  E  L  R  S  G  G  H  A  D  H  T  L  M  S  A   
 
5581   CGACCGTGCTTGACGGTGTCACCTCAAAGATGCGCATCTATTCGGAAGAAGCCTTCGGCC 
364      T  V  L  D  G  V  T  S  K  M  R  I  Y  S  E  E  A  F  G  P   
 
5641   CCATCCTGCAAGTGATCCGGGTGAAGGACGCAGACGAGGCGGTGCACGTTGCCAACGACA 
384      I  L  Q  V  I  R  V  K  D  A  D  E  A  V  H  V  A  N  D  T   
 
5701   CGGAATATGGTCTCTCGTCCGCCGTGTTCGGTACCGACATGACCCGTGCGCTCGATGTGG 
404      E  Y  G  L  S  S  A  V  F  G  T  D  M  T  R  A  L  D  V  A   
 
5761   CGATGCGCATCCAGACCGGTTCTGTCCACATTAACGGCGCCACCGTCGCCAACGAGGCGC 
424      M  R  I  Q  T  G  S  V  H  I  N  G  A  T  V  A  N  E  A  Q   
 
5821   AGGCTCCTTATGGTGGGACCAAGGCAAGTGGGTGGGGTCGTTTCGACAGCCAGGCTGTGA 
444      A  P  Y  G  G  T  K  A  S  G  W  G  R  F  D  S  Q  A  V  I   
 
5881   TCGAGGAATTC 3' 
464      E  E  F   
 
 
 

 
รูปที่ 4.14  ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนที่ถอดรหัสจากลําดับนิวคลีโอไทด
ของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pDE ขนาด 5891 bp  ลูกศรแสดงทิศทางการถอด
รหัสเปนกรดอะมิโนของยีน  ตัวอักษร M แสดงกรดอะมิโนเมธิโอนีนซ่ึงเปนจุดเริ่มตนการ
ถอดรหัส (start codon)  เครื่องหมาย * แสดงรหัสสิ้นสุดการถอดรหัส (stop codon) ของ
บริเวณที่เปนกรอบอานรหัสเปด  ตําแหนง –35 และ –10 เปนบริเวณโปรโมเตอร  ลําดับ
นิวคลีโอไทดตัวหนาเปน putative ribosome binding site (RBS)  กรดอะมิโนที่อยูในกรอบ
อานรหัสเปดเดียวกนัแสดงดวยอักษรสีน้ําเงินและกรดอะมิโนที่อยูตางกรอบอานรหัสเปด
แสดงดวยอักษรสีแดงและสีเขียว  กรดอะมิโนในบริเวณอนุรักษของโปรตีนแสดงไวใน
กรอบสี่เหลี่ยม 
 



 
รูปที่ 4.15  แผนที่เรสทริกชันของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจากพลาสมิด pDE ขนาด 5891 bp   แสดงตําแหนงที่เปนกรอบอานรหัสเปด (ORF)  ดีเอ็นเอ
ติดตาม DOX  ตําแหนงสอดแทรกของทรานสโปซอนในสายพันธุกลาย D2 และทิศทางการหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยไพรเมอรตางๆของชิ้นดีเอ็นเอ
สอดแทรกในพลาสมิด pDE    ลูกศรใหญแสดงทิศทางการถอดรหัสเปนกรดอะมิโนของกรอบอานรหัสเปดตามชื่อที่ระบุชื่อไวดานลาง    ลูกศรเล็ก
แสดงทิศทางการหาลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรตัวตางๆตามที่ระบุชื่อไวดานลางลูกศร โดย           เปนการหาลําดับนิวคลโีอไทดโดยใชไพรเมอร
ที่ออกแบบเอง (designed primer) และ           เปนการหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยใช universal primer    เครื่องหมาย        แสดง ORF ที่ยังไม
สมบูรณ 
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รูปที่ 4.16  Phylogenetic tree ของ AcnAc จากการ alignment เปรียบเทียบกับลําดับกรด
อะมิโนของยีนประมวลรหัส α subunit  ของไดออกซิจีเนส 23 ชนิด  Bootstrap analysis 
100 replicons. ตัวอักษรในวงเล็บแสดง GenBank accession number. BphA, Comamonas 
testosteroni B-356, (U47637); BphA1, Pseudomonas sp. KKS102, (D17319);  BphA, Burkholderia cepacia LB400, 
(M86348); BphA1, Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707, (M83673); BphA1, Rhodococcus globerulus P6, 
(X80041); BphA1, Rhodococcus sp. RHA1, (D32142); PhnAc, Burkholderia sp. RP007, (AF061751); NahA3, 
Pseudomonas puitda BS202, (AF010471); NdoB, Pseudomonas putida NCIB9816, (M23914); NahAc, Pseudomonas 
putida NCIB9816-4, (U49496); NahAc, Pseudomonas putida G7, (M86949); PahAc, Pseudomonas putida OUS82, 
(AB004059); NagAc, Ralstonia sp. U2, (AF036940); NtdAc, Pseudomonas sp. JS42, (U49504); DntAc, Burkholderia 
cepacia DNT, (U62430); NahAc, Pseudomonas stuzeri AN10, (AF039533); PahA3, Pseudomonas aeruginosa PaK1, 
(D84146); NidA, Rhodococcus sp. I24; (AF121905); NarAa, Rhodococcus sp. NCIMB12038, (AF0822663); PhdA, 
Nocardioides sp. KP7, (AB017794); NidA, Mycobacterium sp. PYR-1, (AF249301); DbdCa, Xanthobacter 
polyaromaticivorans 127W, (AB121977.1) 
 
 
 
 
 

scale 

Nah-like group 
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รูปที่ 4.17  Phylogenetic tree ของ AcnAd จากการ alignment เปรียบเทียบกับลําดับกรด
อะมิโนของยีนประมวลรหัส β subunit  ของรหัสไดออกซิจีเนส 22 ชนิด  Bootstrap 
analysis 100 replicon. ตัวอักษรในวงเล็บแสดง GenBank accession number. BphE, 
Comamonas testosteroni B-356, (U47637); BphA2, Pseudomonas sp. KKS102, (D17319);  BphE, Burkholderia 
cepacia LB400, (M86348); BphA2, Pseudomonas pseudoalcaligenes KF707, (M83673); BphA2, Rhodococcus 
globerulus P6, (X80041); BphA2, Rhodococcus sp. RHA1, (D32142); PhnAd, Burkholderia sp. RP007, (AF061751); 
NahA4, Pseudomonas puitda BS202, (AF010471); NdoC, Pseudomonas putida NCIB9816, (M23914); NahAd, 
Pseudomonas putida NCIB9816-4, (U49496); NahAd, Pseudomonas putida G7, (M86949); PahAd, Pseudomonas 
putida OUS82, (AB004059); NagAd, Ralstonia sp. U2, (AF036940); NtdAd, Pseudomonas sp. JS42, (U49504); DntAd, 
Burkholderia cepacia DNT, (U62430); NahAd, Pseudomonas stuzeri AN10, (AF039533); PahA4, Pseudomonas 
aeruginosa PaK1, (D84146); NidB, Rhodococcus sp. I24; (AF121905); NarAb, Rhodococcus sp. NCIMB12038, 
(AF0822663); PhdB, Nocardioides sp. KP7, (AB017794); DbdCb, Xanthobacter polyaromaticivorans 127W, 
(AB121977.1) 
 
 

scale 

Nah-like group  



บทที่  5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

งานวิจัยนี้ไดคัดแยกยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิ
ลีนจากการติดตามทรานสโปซอน Tn5 ที่แทรกสอดเขาในจีโนมิกดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย D2 
ของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  ที่บกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน  โดยเทคนิค  
ไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตามทรานสโปซอน Tn5 (Tn5 probe) ในสภาวะความเขมงวดสูง  
จากนั้นโคลนชิ้นดีเอ็นเอ BamHI/EcoRI ขนาดประมาณ 7 กิโลเบส  ที่ใหสัญญาณกับดีเอ็นเอ    
ติดตามจากสายพันธุกลาย D2 เขาในพลาสมิด pBluescript KS(+/-)   ตั้งชื่อพลาสมิดวา pD2N    
หาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดพลาสมิด pD2N  โดยใชโอลิโกนิวคลีโอไทด      
ไพรเมอรที่จําเพาะตอปลายของทรานสโปซอน Tn5 (TN5-OE primer) โดยมีทิศทาง 5’     3’ ออก
จากชิ้นทรานสโปซอน   ผลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดเมื่อนําไปหาความเหมือน (homology) ของ   
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดกับลําดับกรดอะมิโนของยีนใน GenBank  ดวยโปรแกรม BlastX  ซึ่งจะ
แปลงลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวใหเปนลําดับกรดอะมิโน  ผลที่ไดแสดงใหเห็นวาลําดับกรดอะมิโน
ที่ถอดรหัสมาจากลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวมีความเหมือนกับกรดอะมิโนของ α subunit ของยีน
ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสที่ถอดรหัสมาจาก dbdCa ของ Xanthobacter polyaromaticivorans 
สายพันธุ 127W (Accession No. AB121977.1) ในวิถีการยอยสลายไดเบนโซไทโอพีน  ดังนั้นชิ้น
ดีเอ็นเอดังกลาวของ Rhizobium sp.สายพันธุ D2  จึงนาจะเปนสวนหนึ่งของยีนประมวลรหัส     
ไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  

จากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณขางเคียงทรานสโปซอน Tn5 ดังกลาว ไดสราง         
ดีเอ็นเอติดตามที่จําเพาะกับลําดับนิวคลโีอไทดนี้โดยออกแบบ forward primer (DOXF) และ 
reverse primer (DOXR) และทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชพลาสมิด pD2N เปนแมแบบ  
นําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดซึ่งมีขนาด 438 bp มาติดฉลากดวย DIG  เพื่อนําไปใชเปนดีเอ็นเอติดตาม
ยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนส (ดีเอ็นเอติดตาม DOX หรือ DOX-probe) ใน Rhizobium sp.   
สายพันธุ CU-A1   
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ติดตามตําแหนงของยีนดังกลาวภายในจีโนมิกดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1 โดยเทคนิคเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันกับดีเอ็นเอติดตาม DOX   โคลนชิ้นดีเอ็นเอ EcoRI  
ซึ่งใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม DOX ขนาดประมาณ 5.9 กิโลเบส  เขาในพลาสมิด 
pBluescript KS(+/-)  และตั้งชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดนี้วา pDE   หาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด
ของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกทั้งสองสายในพลาสมิด pDE โดยใชวิธี primer walking  และการใช 
universal primer ที่จําเพาะกับพลาสมิดของสับโคลน  นําลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด  5891 bp 
ไปเทียบความเหมือนกับลําดับกรดอะมิโนของยีนใน GenBank ดวยโปรแกรม BlastX  

เมื่อนํากรดอะมิโนที่ไดจากโปรแกรม BlastX มาพิจารณารวมกับตําแหนงจุดเริ่มตนและ
จุดสิ้นสุดการถอดรหัสเปนโปรตีน  รวมถึงตําแหนงจับเกาะของไรโบโซม (ribosome binding site, 
RBS)  สามารถระบุกรอบอานรหัสเปด (Open Reading Frame, ORF) ไดจํานวน 5 กรอบ         
ซึ่งมีทิศทางการถอดรหัสไปทางเดียวกัน ดังตอไปนี้ (ดูรูปที่ 4.15 ประกอบ) 
 กรอบอานรหัสเปดที่ 1 (ORF1) หรือ acnAc ลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับ α subunit   
ของไดออกซิจีเนสที่ประมวลรหัสโดย dbdCa ของ Xanthobacter polyaromaticivorans       
สายพันธุ127W (Accession No. AB121977.1) ที่สามารถยอยสลายไดเบนโซไทโอพีนเทากับ 
76%  พบบริเวณอนุรักษ (conserved motif) ในการจับกับ Rieske [2Fe-2S] คือ CX1HX15-

17CX2H           (X หมายถึง กรดอะมิโนตัวใดๆ) (Mason และ Cammack, 1992) ในลําดับกรดอะ
มิโนตําแหนงที่ 74-97 ของ ORF1 ซึ่งประกอบดวยลําดับกรดอะมิโนดังนี้ 
CRHRGMRICRADSGNAKAFTCTYH   

นอกจากนี้ยังพบบริเวณอนุรักษของกรดอะมิโนบริเวณ catalytic domain ซึ่งจับ Fe2+         

ที่บริเวณเรง คือ DX2HX4-5H (X หมายถึง กรดอะมิโนตัวใดๆ) (Jiang และคณะ,1996) ในลําดับ
กรดอะมิโนตําแหนงที่ 198-207 ของ ORF1 ซึ่งประกอบดวยลําดับกรดอะมิโนดังนี้ 
DAYHAGTTSH และคลายกับกรดอะมิโนบริเวณ catalytic domain ซึ่งจับ Fe2+ ที่บริเวณเรงของ
แนพธาลีนไดออกซิจีเนสของ Pseudomonas sp. สายพันธุ NCIB9816-4 คือ DAYHVGWTH 
(Kauppi และคณะ, 1998) 

จากการวิเคราะห phylogenetic tree ของ acnAc ดังแสดงในรูปที่ 4.16  พบวา acnAc
อาจจัดเปนเปนไดออกซิจีเนสชนิดใหมซึ่งเรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันในการออกซิไดสอะซีแนพธิลีน
ไปเปน ซิส-อะซีแนพธิลีน-1,2-ไดออล  โดย acnAc มีความคลายกับยีนในกลุมที่ยอยสลายไบฟนิล 
เชน bphA1 ของ Rhodococcus sp. RHA1   มากกวายีนกลุมคลาย nah  ที่ยอยสลายแนพธาลีน
และฟแนนทรีน  เชน nahAc ของ Pseudomonas sp. G7   
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กรอบอานรหัสเปดที่ 2 (ORF2) หรือ acnAd  ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับ           
β subunit ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสโดย dbdCb  ของ Xanthobacter polyaromaticivorans 
สายพันธุ 127W (Accession No. AB121977.1) เทากับ 60%   จึงเปนไปไดวา acnAd  นาจะเปน
หนวยหนึ่งของระบบเอนไซมไดออกซิจีเนส 

จากการวิเคราะห phylogenetic tree ของ acnAd ดังแสดงในรูปที่ 4.17  พบวา acnAd
อาจจัดเปนเปนไดออกซิจีเนสชนิดใหมซึ่งเรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชันในการออกซิไดสอะซีแนพธิลีน
ไปเปน ซิส-อะซีแนพธิลีน-1,2-ไดออล  โดย acnAd มีความคลายกับยีนในกลุมที่ยอยสลายไบฟนิล 
เชน bphA2 ของ Rhodococcus sp. RHA1   มากกวายีนกลุมคลาย nah  ที่ยอยสลายแนพธาลีน
และฟแนนทรีน  เชน nahAd ของ Pseudomonas sp. G7  

กรอบอานรหัสเปดที่ 3 (ORF3) หรือ acnAb  ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับ      
เฟอรรีดอกซินที่ประมวลรหัสโดย dbdCc ของ Xanthobacter polyaromaticivorans สายพันธุ 
127W (Accession No. AB121977.1) เทากับ 71%  พบบริเวณอนุรักษ (conserved motif)     
ในการจับกับ Rieske [2Fe-2S] คือ CX1HX15-17CX2H (X หมายถึง กรดอะมิโนตัวใดๆ) (Mason 
และ Cammack, 1992) ในลําดับกรดอะมิโนตําแหนงที่ 43-65 ของ ORF3 ซึ่งประกอบดวยลําดับ
กรดอะมิโนดังนี้ CTHDTWSLADGALEDGIVECSLH  โดยเฟอรรีดอกซินนี้จะรับอีเลคตรอนจาก
สวนรีดักเทสและสงตอไปยังสวนเทอรมินัลออกซิจีเนส (Butler และ Mason, 1997)   

กรอบอานรหัสเปดที่ 4 (ORF4) หรือ acnB  ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับไดไฮโดร
ไดออลดีไฮโดรจีเนสที่ประมวลรหัสโดย dbdD ของ Xanthobacter polyaromaticivorans       
สายพันธุ 127W (Accession No. AB121977.1) เทากับ 67%  โดยไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส
ตองการ NAD+ ทําหนาที่เปนตัวรับอีเลคตรอน  ในการออกซิไดสไดไฮโดรไดออล ไดเปนสาร      
อนุพันธุประเภทไดไฮดรอกซิล  

กรอบอานรหัสเปดที่ 5 (ORF5) หรือ acnF ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับอัลดีไฮด  
ดีไฮโดรจีเนส (aldehyde dehydrogenase) ที่ประมวลรหัสโดย phnF ของ Burkholderia sp. 
สายพันธุ RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) เทากับ 65%   เอนไซมนี้ตองการ NAD+ และ
ออกซิเจนหนึ่งอะตอมตอปฏิกิริยาเปลี่ยนซาลิไซลัลดีไฮดใหเปนกรดซาลิไซลิก พบบริเวณอนุรักษ 
(conserved motif) ในการจับกับ NAD+ ของ aldehyde dehydrogenase superfamily 
(F/Y)(I/T)G(S/E)(T/P)XX(G/F) (Horn และคณะ,1991) ในลําดับกรดอะมิโนที่ 226-233 ของ 
ORF5   ซึ่งประกอบดวยลําดับกรดอะมิโนดังนี้ FTGSTNVG  และยังพบวาตําแหนงของบริเวณ
อนุรักษนี้มีความใกลเคียงกับบริเวณอนุรักษของกรดอะมิโนตําแหนงที่ 226-233 (FTGSTRVG) 
ของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999)    
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นอกจากนี้ยังพบบริเวณอนุรักษของกรดอะมิโนตําแหนงที่ 249-256 ของ ORF5 ประกอบ
ดวยลําดับกรดอะมิโนดังนี้ LELGDKSP ซึ่งคลายกับบริเวณเรง (active site) ของอัลดีไฮด           
ดีไอโดรจีเนสใน Pseudomonas stutzeri สายพันธุ AN10 (Bosch และคณะ, 1999)  ซึ่งมีลําดับ
กรดะมิโนดังกลาวเปน LELGGKSP   โดยอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนสของ Burkholderia sp. สายพันธุ 
RP007 ทําหนาที่ในการเปลี่ยนซาลิไซลัลดีไฮดใหเปนกรดซาลิไซลิกในวิถีการยอยสลายแนพธาลีน 
และทํางานในลักษณะเดียวกันในวิถีการยอยสลายฟแนนทรีน (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) 
ดังแสดงในรูปที่ 5.1  ORF5 เปนกรอบอานรหัสเปดที่ไมสมบูรณ กลาวคือยังไมพบรหัสหยุดการ
แปลรหัสที่ตําแหนงสุดทายของ ORF 
 

 
รูปที่ 5.1  การเรงปฏิกิริยาของอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนสใน Burkholderia sp. สายพันธุ 
RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) 
 
 

นอกจากนี้ยังพบบริเวณที่คาดวาจะเปนโปรโมเตอร (promoter)  เหนือกรอบอานรหัสเปด
ที่ 1 ประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทด 5’-TTCCAA-3’ และ 5’-TCAAAT-3’ ดังแสดงในรูปที่ 4.14  
ซึ่งคลายกับกับ consensus sequence ของ –35 region และ consensus sequence ของ          
–10 region ของโปรโมเตอรที่รายงานโดย Alberts และคณะ (2002)  ดังแสดงในรูปที่ 5.2 
 

 
รูปที่ 5.2  Consensus sequence  ของโปรโมเตอร (Alberts และคณะ, 2002) 
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กรอบอานรหัสเปดที่พบใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ทั้ง 5 กรอบมีการจัดเรียงตัว
ของ acnAcAdAbBF   คลายกับการจัดเรียงตัวของยีนในกลุมคลาย nah (nah, ndo, dox, pah) 
(Simon และคณะ, 1993; Kurkela และคณะ, 1988; Denome และคณะ, 1993; Takizawa และ
คณะ, 1994)  ซึ่งเปนยีนกลุมที่มีการอนุรักษสูง ดังแสดงในรูปที่ 5.3 
 

 
รูปที่ 5.3  การเรียงตัวของยีนในสวนวิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีนของกลุมคลาย 
nah  เปรียบเทียบกับ acn  ของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
 

acnAcAdAb  ซึ่งถอดรหัสเปนโปรตนีที่คาดวาเปนประมวลรหัสเปน α และ β subunit   
และเฟอรรีดอกซินของไดออกซิจีเนสใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  นาจะเปนองคประกอบ
ของระบบเอนไซมไดออกซิจีเนสที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีน  ไมพบ
สวนประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส  ซึ่งเปนหนวยหนึ่งที่สําคัญตอการทํางานของไดออกซิจี  
เนส   แตมีรายงานวาแบคทีเรียบางสายพันธุที่ยอยสลาย PAHs  ไมพบเฟอรรีดอกซินรีดักเทส    
แตการทํางานของไดออกซิจีเนสยังปกติ อาจเนื่องจากมีทดแทนการทํางานของเฟอรรีดอกซินที่ไม
อยูเปน cluster เดยีวกัน เชน ฟแนนทรีนไดออกซิจีเนสของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 
(Laurie และ Lloyd-Jones, 1999)   ซึ่งมีเฉพาะยีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสเพียง phnAcAd  
ซึ่งประมวลรหัสสําหรับ α และ β subunit เทานั้น  ไมพบยีนสวนที่ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินและ   
รีดักเทส  จากรายงานของ ฐิติวรดา นินทนาวงศา (2546)  พบยีน acnL มีความเหมือนกับโปรตีนที่
คาดวาจะเปนเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (putative ferredoxin reductase)  เรียงตัวอยูในกลุมยีนที่
เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในสวนวิถีที่ถัดลงมาจากกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอก 
ซิลิกลงมา (acnNMLEK)  ซึ่งสวนเฟอรรีดอกซินรีดักเทสนี้  อาจเปนหนวยหนึ่งของไดออกซิจีเนส  
ที่เรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน  คลายกับรายงานของ Romine และคณะ (1999) ที่พบวายีน
ประมวลรหัสไดออกซิจีเนส bphA4 ซึ่งประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทสของ Novosphingbium 
aromaticivorans สายพันธุ F199 อยูในโอเปอรอนที่แยกออกมาตางหากจากยีนประมวลรหัส    
ไดออกซิจีเนสสวนอื่นๆ 
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Selifonov และคณะ (1996)  รายงานวาแนพธาลีนไดออกซิจีเนสสามารถออกซิไดส       
อะซีแนพธิลีนไปเปน ซิส-อะซีแนพธิลีน-1,2-ไดออล   งานวิจัยนี้พบวาทรานสโปซอน Tn5 แทรก
สอดที่ยีนประมวลรหัสสวน α subunit  ของสายพันธุกลาย D2  ทําใหเกิดความบกพรอง           
ในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีน  จึงคาดวาไดออกซิจีเนสที่พบในงานวิจัยนี้ของ  
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 นอกจากจะออกซิไดสอะซีแนพธิลีนแลว  ยังสามารถออกซิไดส
แนพธาลีนไดดวย  ซึ่งคลายกับรายงานของ Laurie และ Lloyd-Jones (1999)  ที่กลาววา            
ฟแนนทรีนไดออกซิจีเนสของ Burkholderia sp.  สายพันธุ RP007  สามารถออกซิไดสแนพธาลีน
ไปเปน ซิส-แนพธาลีน-1,2-ไดออล  และยังพบรายงานของ Krivobok และคณะ (2003)  ที่กลาววา 
pdoA1B1 ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสของ Mycobacterium sp. สายพันธุ 6PY1  สามารถ    
ออกซิไดสไดทั้งไพรีน  และฟแนนทรีน 
 ไดออกซิจีเนสเกี่ยวของกับการยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก  นอกจากจะเรงปฏิกิริยา
ไฮดรอกซิเลชันแลว  ยังพบไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาการแตกวงอะโรมาติก เชน คะทีคอล-2,3- 
ไดออกซิจีเนส ที่เรงปฏิกิริยาการแตกวงเบนซีนแบบ เมตา (meta-cleavage dioxygenase)  โดย
จะออกซิไดสคะทีคอลไปเปน 2-ไฮดรอกซีมูโคนิก เซมิอัลดีไฮด ซึ่งมีสีเหลือง (Shindo และคณะ, 
1995)  หรือคะทีคอล-1,2-ไดออกซิจีเนส ที่เรงปฏิกิริยาการแตกวงแบบ ออโธ (ortho-cleavage 
dioxygenase) โดยจะออกซิไดสคะทีคอลไปเปน กรด ซิส,ซิส-มิวโคนิก (Yen และ Serdar, 1988)    
แตพบวา Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  ที่เลี้ยงดวยแนพธาลีนหรือกรดซาลิไซลิกไมสามารถ
ออกซิไดสคะทีคอลเปน 2-ไฮดรอกซีมูโคนิก เซมิอัลดีไฮด  หรือกรด ซิส,ซิส-มิวโคนิก  และยังพบ
บริเวณอนุรักษในการจับกับ Rieske  และบริเวณอนุรักษของ catalytic domain ของ acnAc     
จึงเปนไปไดวาไดออกซิจีเนสที่พบในงานวิจัยนี้จัดเปนไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาไฮดรอกซิเลชัน
ในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีนมากกวาไดออกซิจีเนสที่เรงปฏิกิริยาการแตกวง   
เบนซีน 

กรอบอานรหัสเปดที่ 4  หรือ acnB  ซึ่งถอดรหัสเปนโปรตีนที่คาดวาจะเปน ซิส-ไดไฮโดร
ไดออลดีไฮโดรจีเนส  นาจะออกซิไดส ซิส-อะซีแนพธิลีน-1,2-ไดออล ไปเปนอะซีแนพโธควิโนนและ
อาจจะออกซิไดส ซิส-แนพธาลีน-1,2-ไดออล ไปเปน 1,2-ไดไฮดรอกซีแนพธาลีนไดดวย  ซึ่งคลาย
กับไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนสของ Pseudomonas putida  ที่นอกจากจะออกซิไดส ซิส-     
แนพธาลีน-1,2-ไดออลไดแลว  ยังพบวาสามารถออกซิไดส ซิส-ไดไฮโดรไดออลของแอนทราซีน    
ฟแแนทรีน  ไบฟนิล  โทลูอีน  เอธิลเบนซีน และเบนซีนไดดวย (Patel และ Gibson, 1974,1976) 
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กรอบอานรหัสเปดที่ 5 หรือ acnF ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับอัลดีไฮดดีไฮโดร    
จีเนส  ที่ทําหนาที่ในการเปลี่ยนหมูอัลดีไฮดใหเปนหมูคารบอกซิล  โดยอาจจะเปลี่ยนซาลิไซลัล    
ดีไฮดไปเปนกรดซาลิไซลิกในวิถีการยอยสลายแนพธาลีน  หรืออาจจะทําหนาที่เชนเดียวกันในสวน
วิถีที่ถัดลงมาจากกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก 

ยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp.  อาจจะอยูรวมกันเปน 
cluster  เมื่อทรานสโปซอน Tn5 แทรกสอดที่ acnAc  ซึ่งเปนยีนแรกที่อยูถัดลงมาจากโปรโมเตอร      
ทําใหเกิดความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีน  อาจเกิดจากรหัสหยุดของ 
ทรานสโปซอน Tn5  มีผลตอยีนที่ถูกแทรกสอดและยังอาจมีผลยับยั้งการถอดรหัสของยีนที่ใช   
โปรโมเตอรเดียวกัน เชน ยีนในโอเปอรอนเดียวกัน  ทําใหเกิดโพลารมิวเทชันกับยีนอื่นในโอเปอรอน
เดียวกันดวย (Berg และ Berg, 1987)  หรือยีนอาจจะกระจัดกระจายไมอยูรวมกันเปน cluster  
จึงทําใหสายพันธุกลาย D2  สามารถเจริญในอะซีแนพโธควิโนน  และกรดแนพธาลีน-1,8-          
ไดคารบอกซิลกิ ซึ่งเปนสารมัธยันตในวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีน  คลายกับรายงานของ       
Romine และคณะ (1999) พบยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายสารอะโรมาติกหลายชนิดจาก 
Novosphingobium aromaticivorans สายพันธุ F199 ไดแก  ไบฟนิล  แนพธาลีน  เมตา-ไซลีน  
พารา-ครีซอล  โดยยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนที่พบในสายพันธุนี้  ไดแก  nahE  
nahD และ nahF  มีการการกระจายตัวอยูหางๆ กันและถูกคั่นดวยยีนจากวิถีการยอยสลายสาร
อ่ืน 

รายงานฉบับนี้เปนรายงานแรกที่กลาวถึง acnAbAcAd  ซึ่งประมวลรหัสไดออกซิจีเนส
และยังพบ acnB และ acnF  ที่ประมวลรหัสไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส  และอัลดีไฮดดีไฮโดร   
จีเนส  ที่นาจะเกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  และ
มีการเรียงตัวของ acnAcAdAbBF  คลายกับยีนกลุมคลาย nah (nah-like)  โดยไดออกซิจีเนสที่
พบในงานวิจัยนี้นาจะเรงปฏิกิริยาการไฮดรอกซิเลชันซึ่งนอกจากจะออกซิไดสอะซีแนพธิลีนแลว 
ยังสามารถออกซิไดสแนพธาลีนไดดวย ซึ่งจะสรุปไดแนนอนขึ้นหากมีการศึกษาความจําเพาะ    
ตอสับสเตรท  และการแสดงออกของยีนเพิ่มเติม  
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ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 

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

 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดางดวยสาร
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล  เปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB  แตละลายวุน 15 กรัมตออาหาร 1 
ลิตร  เพิ่มลงไป    จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  
เปนเวลา 20 นาที 

 
3. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT (2YT broth) 
 

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

 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดางดวยสาร
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล  เปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
 
 



ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1. กลีเซอรอล 
 

นํากลีเซอรอลมานึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปน
เวลา 20 นาที  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวนึ่งฆาเชื้อซํ้าอีกรอบหนึ่ง 

 
2. สารปฏิชีวนะ 
 

สารปฏิชีวนะ ความเขมขนของสารละลาย 
กานามัยซิน 50   ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
แอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 
 กานามัยซินและแอมพิซิลลินทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองสารละลายผานชุดกรองสําเร็จ
รูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร  เก็บรักษาไวในหลอดไมโครฟวจที่
อุณหภูมิ -20 Oซ  เมื่อนํามาใชแลวเก็บที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ไดนาน 1 เดือน 
 
3. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) 
 

ประกอบดวย 
 Buffer P1 
 Buffer P2 
 Buffer N3 
 Buffer PB 
 Buffer PE 
 Rnase A 
 Collection tube 
 QIAprep Spin colum 
 



 100

กอนใชชุดสกัดพลาสมิดครั้งแรกใหเติม RNase A ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  ลงใน Buffer 
P1 และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 Oซ  และเติมเอธานอลปริมาตร 24 มล. ลงใน Buffer PE 

 
4. ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล Geneclean II Kit (BIO101, USA) 
 

ประกอบดวย 
 NaI solution 
 Glassmilk 
 New wash 
 
ทําการสกัดพลาสมิดตามกรรมวิธีที่ใหโดยบริษัทผูผลิต 

 
5. สารละลาย 10%SDS 
 

ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม  คอยๆ ละลายในน้ําปลอดประจุที่อุณหภูมิ 
60 Oซ  ปริมาตร 80 มล.    เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล.   นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที (หลังจากนึ่ง
ฆาเชื้อครั้งแรกแลวจะไมสามารถนําไปนึ่งฆาเชื้อซํ้าไดอีกเพราะสารละลาย SDS จะเสียสภาพ) 

 
6. Denaturation buffer 
 

โซเดียมไฮดรอกไซด     0.5    โมลาร 
โซเดียมคลอไรด      1.5    โมลาร 
 

 ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จนหมดแลวจึงละลายโซเดียม
ไฮดรอกไซด  เติมน้ําน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล.    นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
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7. Neutralization buffer 
 

Trismabase      0.5    โมลาร 
โซเดียมคลอไรด      3.0    โมลาร 
 

 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางเปน 7.0  ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน  เติมน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
8. สารละลาย 20XSSC 
 

โซเดียมคลอไรด      3.0    โมลาร 
โซเดียมอะซีเตต (CH3COONa)    0.3    โมลาร 
 

 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางเปน 7.0  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
9. สารละลาย 2XSSC 

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

กัน    นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
10. สารละลาย 2XSSC/0.1%SDS 
 

ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มล. ในน้ําปลอดประจุ 89 มล. ผสมใหเขากัน    นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที    จากนั้นเติมสาร
ละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มล.  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
 
 
 
 



 102

11. สารละลาย 0.5XSSC/0.1%SDS 
 

ละลาย 20XSSC ปริมาตร 2.5 มล. ในน้ําปลอดประจุ 96.5 มล. ผสมใหเขากัน    นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที    จากนั้นเติม
สารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มล.  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
 
12. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ  DIG High Prime DNA labeling and 

detection starter kit I (Roche, Germany) 
 

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

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

 
 และสารละลายที่ตองเตรียมเพิ่มในการทดลองเปนดังนี้ 
 
Maleic acid buffer 
 
  กรดมาเลอิก      0.1    โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      0.15   โมลาร 
 
 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางดวยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 7.5  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
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Blocking solution 
 
 ละลาย 10X blocking solution ใน Maleic acid buffer ที่นึ่งฆาเชื้อแลวดวยอัตราสวน 1 
ตอ 9 (ปริมาตรตอปริมาตร)  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
 
Detection buffer 
 
  Trismabase      0.1    โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      0.1    โมลาร 
   
 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 9.5  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมูิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
13. สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

Trismabase (C4H11NO3)    121.1   กรัม 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน     42        มล. 
 

 ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริก
เขมขน  คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนให
เปน 8.0  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
14. สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

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

 ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด    
คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 8.0  
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เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ     
ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
15. บัฟเฟอร TE  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

Tris-HCl      10.0    มิลลิโมลาร 
EDTA         1.0    มิลลิโมลาร 
 

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

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

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. แลวเติมน้ําปลอดประจุจน
เปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  
เปนเวลา 20 นาที 
 
17. สารละลาย CTAB/NaCl (10%CTAB ใน 0.7 M NaCl) 
 

CTAB                10       กรัม 
โซเดียมคลอไรด      0.7    โมลาร 
 

 ละลาย CTAB  ในน้ําปลอดประจุที่อุณหภูมิ 60 Oซ  ปริมาตร 80 มล.  จากนั้นเติมสาร
ละลายโซเดียมคลอไรด  เมื่อละลายหมดแลวเติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
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18. สารละลายฟนอล (phenol) 
 

นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวที่ 60-65 Oซ   จากนั้นเติมผง Hydroxy 
quinoline  ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0.1%   แลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลาร  ที่ไมปรับ
ความเปนกรด-ดาง ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร)  เขยาใหเขากันแลวตั้งทิ้งไวเปนเวลา
ขามคืน  ดูดชั้นฟนอลมาวัดความเปนกรด-ดางใหไดเทากับ 7.8 (ใช pH paper วัด)  ถายังไมไดให
ดูดสารละลายชั้นบนทิ้งแลวเติม Tris-HCl เขมขน 1 โมลาร ที่ไมปรับความเปนกรด-ดาง  ทําเชนนี้
ตอไปเร่ือยๆจนกระทั่งชั้นฟนอลมีความเปนกรด-ดางเทากับ 7.8   สุดทายเติมบัฟเฟอร TE ความ
เปนกรด-ดางเทากับ 8 ในอัตราสวน 1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร)  เขยาใหเขากันแลวดูดสารละลาย
ชั้นบนทิ้ง  เติมบัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดางเทากับ 8  ในอัตราสวน 1:1 อีกครั้ง   เก็บที่อุณหภูมิ 
4 Oซ  ในขวดสีชาที่ปดฝาแนน 

 
19. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 

ผสมสารละลายฟนอลอิ่มตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล
ในอัตราสวน ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล  เปน 25 : 24 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตร
ตอปริมาตร)  ผสมใหเขากัน  เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 Oซ 

 
20. สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 

ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกันในอัตราสวน 24 : 1 (ปริมาตรตอ
ปริมาตร)  เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 Oซ 

 
21. สารละลายสําหรับการสกัดพลาสมิด 
 
สารละลาย I  
 
  กลูโคส        50    มิลลิโมลาร 
  สารละลาย Tris-HCl  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  25    มิลลิโมลาร 
  สารละลาย EDTA ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  10    มิลลิโมลาร 
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 ผสมสวนผสมทั้งหมดเขาดวยกันแลวเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
สารละลาย II 
 
 ผสมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน 10 นอรมัล ปริมาตร 0.2 มล.  เขากับน้ํา
ปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 8.8 มล.  แลวเติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1.0 มล.  เตรียม
ใหมกอนใชทุกครั้ง 
 
สารละลาย III 
 
 ผสมสารละลายโพแทสเซียมอะซีเตทเขมขน 5.0 โมลาร ปริมาตร 50 มล. กับกรดอะซีติก
เขมขนปริมาตร 11.50 มล.    นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  
เปนเวลา 20 นาที 
 
22. Loading dye 
 

Bromphenolblue     0.025 % 
ซูโคส       40      % 
 

 ละลายสวนผสมในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ  เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 Oซ 
 
23. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 
 

ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    เก็บในภาชนะที่ปดสนิทในที่มืด 
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24. สารละลายโซเดียมอะซีเตท เขมขน 3 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเทากับ 5.2 
 

ละลายโซเดียมอะซีเตท น้ําหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 
มล.  นําไปปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2  ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มล.  เติม
น้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มล.   นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตาราง
นิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 
25. สารละลายโปรตีเนสเค (proteinase K) ความเขมขน  20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

ละลายผงโปรตีนเนสเคน้ําหนัก 20 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล.    
เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ 

 
26. สารละลาย RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

ละลายผง RNase A น้ําหนัก 10 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล.    
เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ 

 
27. สารละลาย X-gal ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

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

 
28. สารละลาย IPTG ความเขมขน 0.1 โมลาร 
 

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

 
29. สารละลายผสม dNTP ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร (ของแตละตัว) 
 
   ผสม dATP, dGTP, dCTP และ dTTP ความเขมขน 100 มิลลิโมลาร  ดวยปริมาตรสารละ 
10 ไมโครลิตร เขาดวยกันแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหเปน 100 
ไมโครลิตร    เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ –20 Oซ   
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30. ถุงไดแอลิซิสสําหรับทํา Electroelution  
 
 แชถุงไดแอลิซิสที่ตัดใหยาวประมาณ 6 เซนติเมตร  ในสารละลาย 3% โซเดียมไบคารบอ
เนท ใน 1 mM EDTA ความเปนกรด-ดางเปน 8   นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ  
ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที   จากนั้นลางถุงไดแอลิซิสดวยน้ําปลอดประจุ
ปลอดเชื้อ  ยายถุงไดแอลิซิสไปแชในสารละลาย 1 mM EDTA ความเปนกรด-ดางเปน 8   นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาทีอีกครั้ง  ทิ้งให
เย็นที่อุณหภูมิหอง   เก็บที่อุณหภูมิ 4 Oซ 



ภาคผนวก ค 
 

การเปรียบเทียบความเหมือนของกรดอะมิโนโดยโปรแกรม BlastX  
 
Query หมายถึง  ลําดับกรดอะมิโนในงานวิจัยนี้ 
Sbjct   หมายถึง  ลําดับกรดอะมิโนที่เปรียบเทียบใน GenBank 
+         หมายถึง  กรดอะมิโนในกลุมเดียวกัน 
 
1. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF1 
 
gi|37651310|dbj|BAC98956.1|   alpha subunit of terminal oxygenase 
[Xanthobacter polyaromaticivorans]   Length = 433 
 
 Score =  656 bits (1692), Expect = 0.0 
 Identities = 305/398 (76%), Positives = 342/398 (85%), Gaps = 1/398 (0%) 
 Frame = +3 
 
Query: 20   GVYNPKIYTDESLYKLELERIFARTWVCMGHESQIAKPGDFITAYIGEDPVVVSRQKDGS 199 
            G Y+P+IYT E LY+LELERIFAR+WVCMGHE+QI K GD+  AYIGEDPVVV RQKD S 
Sbjct: 27   GRYSPEIYTSEDLYQLELERIFARSWVCMGHETQIPKAGDYQAAYIGEDPVVVVRQKDNS 86 
 
Query: 200  IRVFLNQCRHRGMRICRADSGNAKAFTCTYHGWAYNQGGELVSVPMEQEAFGGCLNKKEW 379 
            IRVFLNQCRHRGMRICR D GNAKAFTC YHGWAY+  G LVSVPMEQEAFGG LNK EW 
Sbjct: 87   IRVFLNQCRHRGMRICRVDGGNAKAFTCPYHGWAYDTAGNLVSVPMEQEAFGGKLNKAEW 146 
 
Query: 380  GPKQARVDTYKGLIFANWDAEAPSLDEYLGEAKFYMDIMLDRCEGGTEAVPGIQKWVIPC 559 
            GPKQARV+TYKGLIFANWD  AP+LD YLG+AKFYMDIMLDR EGGTE + G+QK+VIP  
Sbjct: 147  GPKQARVETYKGLIFANWDESAPNLDTYLGDAKFYMDIMLDRAEGGTEVITGVQKFVIPA 206 
 
Query: 560  NWKFAAEQFASDAYHAGTTSHLSGIMAGVPDDVDLSQVAPPTTGLNVHMSNGHGCGLFLR 739 
            NWKFAAEQF SDAYHAGTT+H+SGI+AGVP   DLS+V PPT G+NV++ NGHGCGLF R 
Sbjct: 207  NWKFAAEQFGSDAYHAGTTAHVSGIIAGVPAGTDLSKVQPPTDGMNVYIGNGHGCGLFSR 266 
 
Query: 740  NPMFYMTILGPKVTEYLTAGPAYEEATRRLGKSRTDVHLCHCNIFPNLSFLAGINTVRMW 919 
            NPMFY  I GP++TEYLT+GPAYEEA +RLG+ R DV+LCH N+FPNLSFL G+NTVRMW 
Sbjct: 267  NPMFYQVICGPQLTEYLTSGPAYEEAVKRLGQGRADVNLCHMNVFPNLSFLTGLNTVRMW 326 
 
Query: 920  QPRGPNEIEVWTFTVVDKTAPAEIKEEWSRNVSRTFSAGGVFEQDDGENWCDIQQVLKGH 1099 
            QPRGPNE+E+WTFT+VD+TAP  IKEEW RN+ RTFSA GVFEQDDGENW DIQ VL+GH 
Sbjct: 327  QPRGPNEMELWTFTLVDRTAPDNIKEEWRRNMVRTFSASGVFEQDDGENWNDIQHVLRGH 386 
 
Query: 1100 VAQQQKFNIEMASHTI-TTENPEGFPGISFAYTYGEES 1210 
            VA+QQ FNIEMA HT+ +T    GFPG SFAYTY EES 
Sbjct: 387  VARQQPFNIEMAQHTVQSTSIAPGFPGESFAYTYAEES 424 
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2. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF2 
 
gi|37651311|dbj|BAC98957.1|   beta subunit of terminal oxygenase 
[Xanthobacter polyaromaticivorans]  Length = 187 
 
 Score =  241 bits (616), Expect = 6e-63 
 Identities = 113/187 (60%), Positives = 145/187 (77%), Gaps = 2/187(1%) 
 Frame = +2 
 
Query: 18  MLDTTFKTAFERKPKTVSLELQHEVEQFLYWETKLLTDRRYEEWFGLLASDLRYWMPIRS 197 
           MLDT  ++AF+ KP+ +S+ELQHE+EQF YWE KL+ DRR+EEWF L++ D++YW P+RS 
Sbjct: 1   MLDTASQSAFQVKPELISVELQHEIEQFYYWEAKLMADRRWEEWFSLMSKDIKYWAPLRS 60 
 
Query: 198 TRI-MREVAQEYTDENGFAHFDDNWHTMKGRIKKIMSDVGWSENPASRLRYLVGNVMIVP 374 
           TR    E   EYTDE GF HF DNW ++ GRI+KI SDVGWSENPASRLR++VGNV+I   
Sbjct: 61  TRSHAAEAKLEYTDEKGFGHFADNWSSLDGRIRKITSDVGWSENPASRLRHIVGNVLIWK 120 
 
Query: 375 ESDNEL-NVVSAMMIYRTRQERQLDVFACERHDVLRRVDSEAGFEIASRKVLVDQSTILS 551 
           +   ++ +V +++M YR RQERQ D FA ER D +RRVD   GFEI  RK+L+DQST+LS 
Sbjct: 121 DRQADVYDVSTSLMTYRNRQERQTDFFAAERQDRIRRVDDACGFEIVERKILIDQSTLLS 180 
 
Query: 552 NNLSFFF 572 
           NN+SFFF 
Sbjct: 181 NNISFFF 187 

 
3. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF3 
 
gi|37651312|dbj|BAC98958.1|   ferredoxin [Xanthobacter polyaromaticivorans]   
Length = 110 
 
 Score =  153 bits (386), Expect = 1e-36 
 Identities = 71/100 (71%), Positives = 80/100 (80%) 
 Frame = +1 
 
Query: 17  MAWTKAFPSADLPEGEMKQFAGAAEPILICKLGGKVHAVQDTCTHDTWSLADGFLEDGIV 196 
           M W    P ADLPEG+MK F G AEPILIC + G+V+AVQDTCTHDTWSL DG+L+  IV 
Sbjct: 1   MPWNYVLPLADLPEGDMKVFNGGAEPILICNVDGQVYAVQDTCTHDTWSLCDGYLDGHIV 60 
 
Query: 197 ECSLHFAKFCVRTGQVKALPACDALKVFPAKIENDFIYID 316 
           ECSLH AKF VRTG+VKALPAC ALK+FP KIEN  IY+D 
Sbjct: 61  ECSLHMAKFDVRTGEVKALPACKALKIFPIKIENGEIYVD 100 

 
4. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF4 
 
gi|37651313|dbj|BAC98959.1|   dihydrodiol dehydrogenase [Xanthobacter 
polyaromaticivorans]   Length = 275 
 
 Score =  371 bits (953), Expect = e-102 
 Identities = 184/271 (67%), Positives = 211/271 (77%) 
 Frame = +1 
 
Query: 23  VALVTGGGSGLGRAIVERYVEEGAHVAIFDRSHERIEEVTRALGGKVIGIAGDVREMADN 202 
           VALVTGGGSGLG+AIVER++ EGA VAI DRS ER++EV    GGKV+G +GDVR MADN 
Sbjct: 6   VALVTGGGSGLGKAIVERFLAEGAKVAILDRSEERVQEVVAMFGGKVVGTSGDVRSMADN 65 
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Query: 203 KRAVVECVKAFGKLDTLVGNAGVWDWSKSLVSTADDALVSAFDEMFAINVKGYVLAAKAA 382 
           K AV  CV+AFGK+DTLVGNAGVWD++ S+  T+++ L  A DE+  IN+KGY+LAAKAA 
Sbjct: 66  KAAVARCVEAFGKIDTLVGNAGVWDYNASIAGTSEEKLAEAIDELVGINLKGYILAAKAA 125 
 
Query: 383 LPELYKSKGQMIFTASNASFYPGGGGVLYTATKHAVVGMIKQMAHEFAPHVRVNGVAPXX 562 
           LPELYK+KG  IFT SNA FYPGGGGVLYTA+KH VVGMIKQ+AHE+APH+RVNGVAP   
Sbjct: 126 LPELYKTKGNAIFTVSNAGFYPGGGGVLYTASKHGVVGMIKQLAHEWAPHIRVNGVAP-G 184 
 
Query: 563 XXXXXXXXXXXXXXXXXKFSELPLNDLMKQMLPLERAFHAREYAGAYVFFANRKDNQPGT 742 
                            +FS LPL+DLMKQMLPLE+AF+A EY G YVFFANRKDN P T 
Sbjct: 185 GIGGISRGFPSLSQEGIRFSNLPLDDLMKQMLPLEKAFYASEYTGGYVFFANRKDNGPAT 244 
 
Query: 743 GGVLNFDGGIGMRGFASANMGAELVEAFGNA 835 
           G VLNFDGGIGMRGF S NMG EL E F  A 
Sbjct: 245 GSVLNFDGGIGMRGFMSPNMGKELDEKFRGA 275 

 
5. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF5 
 
gi|3820515|gb|AAD09868.1|   dehydrogenase PhnF [Burkholderia sp. RP007] 
Length = 483 
 
 Score =  600 bits (1547), Expect = e-170 
 Identities = 303/466 (65%), Positives = 357/466 (76%) 
 Frame = +3 
 
Query: 14   MDTLLYIDNEARGATDNETFARRSPVTGEVVTQGAAAKSEDALAAIDSAQRAFVTWSQTG 193 
            MDT L IDN    AT   TF RRSP TGE+VT+ AAA   DA+AA DSA  A+ +WS TG 
Sbjct: 1    MDTQLIIDNADVPATAAATFERRSPTTGELVTRAAAASVADAIAAADSAAAAYRSWSTTG 60 
 
Query: 194  PGQRRVLLMRAADEIEKRTEDFVVAMKGEVGAGELWARFNVMLAANVFREAAAMTTQIQG 373 
            P +RR +L++AAD +E RT +F   M  EVGA +LWA  NVMLAAN+FREAAA+TTQIQG 
Sbjct: 61   PTERRRILLKAADLLEARTPEFSRVMALEVGASDLWAGVNVMLAANLFREAAALTTQIQG 120 
 
Query: 374  RTIPSDKPGTLSMTVRQPVGVILSIVPWNGPIVLAARAIAYPLMCGNTVVFRASETSPKT 553 
             TIP+DK G LSMTVRQPVGVILSI PWNGP+VLAARAIAYPL+CGNTVVFRASE SPKT 
Sbjct: 121  ETIPTDKAGVLSMTVRQPVGVILSIAPWNGPVVLAARAIAYPLVCGNTVVFRASELSPKT 180 
 
Query: 554  HALVAEAVYAAEFPAGTLNFVTNDPKDAPEVIETMIAHPAVRRVNFTGSTNVGRIIGEKC 733 
            H L+ + +  A  P G LN VTN P+DAPEV++ +IAHPAVRR+NFTGST VGR+I EK  
Sbjct: 181  HMLIVDVLRDAGLPPGVLNAVTNAPQDAPEVVDALIAHPAVRRINFTGSTRVGRVIAEKA 240 
 
Query: 734  GRHLKRCILELGDKSPMVVLRDADIDGAVNATIFGAFLYQGQICMSTERVIVEEPIADAF 913 
             RHLKRC+LELG K+P+VVL DADID AV A +FGAFLYQGQICMSTER++V+E IAD F 
Sbjct: 241  ARHLKRCLLELGGKAPLVVLDDADIDEAVKAAVFGAFLYQGQICMSTERIVVDEKIADTF 300 
 
Query: 914  VEKLAARAAQLQAGDPRTQAACALGPVVSQGXXXXXXXXXXXXXXKGAELRSGGHADHTL 1093 
            V + AARA +L  GDP T   C +GP++ +               +GA + +GG AD  + 
Sbjct: 301  VARFAARARELPVGDPATCGGCVVGPMIVRESGDRINAMINDAVNQGANVVAGGFADGAV 360 
 
Query: 1094 MSATVLDGVTSKMRIYSEEAFGPILQVIRVKDADEAVHVANDTEYGLSSAVFGTDMTRAL 1273 
            M AT++D VT  MRIY EE FGPI  V+R KDAD+AV +ANDT YGLSSAVFG D+TRAL 
Sbjct: 361  MPATIVDRVTPAMRIYDEETFGPITTVVRAKDADDAVRIANDTAYGLSSAVFGRDVTRAL 420 
 
Query: 1274 DVAMRIQTGSVHINGATVANEAQAPYGGTKASGWGRFDSQAVIEEF 1411 
             VAMRI+ GS HING+TV NEAQAPYGGTKASG+GRFD +AVI+EF 
Sbjct: 421  SVAMRIEAGSCHINGSTVQNEAQAPYGGTKASGYGRFDGRAVIDEF 466 
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ประวัติผูเขียน 
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ปริญญามหาบัณฑิต  สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม  ภาควิชาจุลชีววิทยา  คณะวิทยาศาสตร  
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2544 
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