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วิภาวรรณ วิทยกฦตดีรีกุล : การโคลนย่อยยีนไชโคลเดกซวิ)รีนไกลโคชิลทรานสเฟอรเรสจาก Bacillus 
sp. A11 เร้าสู่พาหะชอง Bacillus (CYCLODEXTRIN GLYCOSYLTRANSFERASE GENE FROM

พิมพ์ต้นฉบับบทคัดย่อวิทยานิพนธ์ภายในกรอบสีเขียวนี้เพียงแผ่นเดียว

จุดมุ่งหมายของการติกษาน้ีคึอ ต้องการโคลนยอยยน (Jülase จาก bacillus sp. All เนรคอม 
ปิแนนท์พลาสมิค pCSBC5 หรอ pCSBC8 เพ่ือให้มิการแสดงออกของยีนใน Bacillus subtilis โดยไร้ pUB110 
เป็นพาหะของ Bacillus sp. และ pHV33 เป็นดีเอนเอพาหะ ผลการทดลองท่ีได้ปรากฏว่า การโคลนย่อยยีน 
CGTase ลงใน pHV33 ท่ีตำแหน่ง HindUl.Sall และ EcoRl ไม่ประสบผลสำเร็จ เน่ืองจากไม่สามารถเตรียมช้ิน 
พาหะ pHV33 ได้โดยการตัดด้วยเรสทรกช่ันเอนไซม์ท่ีตำแหน่งดังกล่าว นอกจากน้ัน ยังมิการ'โคลนย่อยยีน 
CGTase ลงใน pUBIIO ท่ีตำแหน่ง EcoRl และ PvuII ไม่ประสบผลสำเร็จเช่นเดียวกัน เพราะไม่สามารถ 
เตรียมช้ินยีน CGTase ได้ และเม่ือโคลนย่อยยีน CGTase จาก pCSBC5 หรือ pCSBC8 ลงในพาหะ pHV33 
ปรากฏว่าไม่มีทราสฟอร์แมนท์เกิดช้ิน ดังน้ัน จึงได้มิการรีโคลนยีน CGTase จาก Bacillus sp. All ลงใน 
พาหะ pUC18 เพ่ือสร้างโคลนใหม่ ยีน CGTase ถูกแยกออกด้วยการตัดโครโมโซมชอง Bacillus sp. An 
ด้วยเรลทรีกช่ันเอนไซม์ H/ndIII โดยวิธีการทำดีเอ็นเอไฮบรีไดซ์เชซ่ันช่ืงมิ pCSBC5 เป็น probe น่ามาเช่ือม 
ต่อกับพาหะ PUC18 ท่ีถูกตัดด้วยเรลทริก'ซ่ันเอนไซม์ Hindu แล้วทรานลฟอร์มเร้าสู่ E. coli JM101 การ 
ทดสอบทรานสฟอร์แมนท์ท่ีได้มากกว่า 1,000 โคโลนี เพ่ือหาแอคติวิตีในการย่อยแป้งชองเอนไซม์ CGTase 
โดยการทดสอบกับไอโอดีน พบว่ามิเพียงทรานสฟอร์แมนท์หมายเลฃ 17 เท่าน้ัน ที่มิแอคติวิติ รีคอม 
บิแนนท์พลาสมิดหมายเลข 17 ถูกน่ามาทดสอบหายีน CGTase โดยไร้ส่วนของยีน CGTase 2 ส่วนท่ีเตรียม 
จากยีน CGTase ใน pCSBC5 เป็น probes พบว่า ส่วนของดีเอ็นเอขนาด 3.54 kb ท่ีได้จากการตัดรีคอม 
ป็แนนท์พลาลมิดหมายเลข 17 ด้วยเรสทรีกซ่ันเอนไซม์ H/ndIII สามารถไฮบรีไ.จซ์กับ probes ส่วนของยีน 
CGTase ขนาด 1.7 และ 3 kb ท่ี1.ตรียมจาก PCSBC5 อย่างไ/ก็ตาม ทรานสฟอร์แมนท์หมายเลข 17 ได้สูญ 
เสียแอคติวิติฃองการย่อยแป้ง หลังจากการ subculture ช่ืงแสดงว่ารีคอมปแินนท์พลาสมดิท่ีเตรียมได้น้ีไม่ 
เสถียร
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The aim of this study was to subclone CGTase gene from Bacillus sp. A11 in E. coli recombinant 
plasmids pCSBC5 or pCSBC8, into an expression system of Bacillus subtilis host using pUB110, Bacillus 
sp. DNA vector and pHV33, as the DNA vector However, subcloning of CGTase gene into pHV33 at 
H/ndHI, Sal I 1 EcoRl sites and subcloning of CGTase gene into pUB110 at EcoRl .PvuII sites were 
unsuccessful. Since, the vector pHV33 and CGTase gene containing fragment from pCSBC5 could not be 
prepared for ligation by cleaving at the designing of restriction sites, and when CGTase gene from 
pCSBC5 or pCSBC8 was subcloned into pHV33, it appeared that there were no transformant at all. It was 
later found out that the CGTase activity in pCSBC5 and pCSBC8 could not be detected. 
Therefore,recloning of the CGTase gene from Bacillus sp. A11 into the plasmid vector pUC18 was 
performed. The CGTase gene fragments were isolated from Hindlll-digested chromosomal DNA of 
Bacillus sp. A11 via DNA-DNA hybridization using pCSBC5 as a DNA probe, then ligated with H/ndlll- 
digested pUC18, and transformed into E. coli JM101. More than 1,000 transformants containing 
recombinant plasmids were screened for dextrinizing activity by iodine test. It appeared that only one 
transformant, namely no.17, showed dextrinizing activity by hydrolyzing starch resulting in clear zone 
formation. To ascertain if the plasmid isolated from transformant no.17 contained the CGTase gene, it was 
hybridized with 2 CGTase gene probes (1.7 and 3kb) prepared from the CGTase gene in pCSBC5 The 
DNA fragment 3.54 kb from the H/ndIII-digested recombinant plasmid no 17 could hybridize with both the 
labeled 1.7 and 3 kb CGTase probes from pCSBC5. Upon subculture, however, the transformant no.17 
lost its dextrinizing activity.
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