
17

1 . การคค ่เลอ»แบคท ีเร »ิ  เพีอ่นฯมาคกืบา
จากการท«สอบ h e m o ly tic  a c t i v i t y  จอง เช ือ้แบคทเีร«ิ  p .  p s e u d o m a l l e i  

ทง้ํท»J« 15 สาชพนัธ ุ พ ีแ่«กไอจ้ากสั!่สง่«รวจธองรรงพ«าบาลจฬุาลงกร» รรงพ«าบาลสงจลานครนิทร 
และจากค»ะเวจคาสค^ธ«รอ้นมทาวทิ«ารt้tttJท«ีล ร««วธิ  ี c e llo p h a n e  p la t e  te c h n iq u e  (2 0 )  
พบวา่พสา«พนัธทุนฯ»ภทค«สอ!]ไห ้ h e m o ly tic  a c t i v i t y  อชูไ่นชว่ง 2 -2 5 6  HU ส่วน E .  c o l i  

JM 109 (püC 18) เบน็เซลสฯพรบัรบัim'ใJAJ h e m o ly tic  a c t iv i t y  เชือ้พี่ๆ ห ้ h e m o ly tic
a c t iv i t y  สงูสคุ คอ P .  p s e u d o m a l l e i  สา«พนัธ ุ K 1/88 'เอค้า h e n o ly t ic  a c t iv i t y  256 HO 
«ง«ารางพ ี ่ 2  «งนนจงเลอก p .  p s e u d o m a l l e i  สา«พนัธ ุ K 1/88 พา'เจ'ัเนการสกบา 2

2 . การรคล!จณัจาก•ใครรมรจม (gen om ic DMA c lo n in g )  จอง p .  p s e u d o m a l l e i  

2 .1  การสกพั c hroposom ai DMA จ อ งเช ือ้ F . p s e u d o m a l l e i

C h ron oson al DNA จอง p .  p s e u d o t i a l l e i  K l / 8 8  พ เ«ร«ิมไคจากวธ a lk a lin e  
l y s i s  รว่มอ3้«กบัการไจ CTAB เพีอ่กฯจ้ค่ p o ly sa c c h a r id e  และทฯการ«ก«ะกอน DNA «วช 
e th a n o l เมือ่นฯ»ภา«คา่ o p t ic a l  d e n s ity  (O .D .) พีช่ว่งความ«าว«ลึน๋ 2 0 0 -3 0 0  ทท «ง  
แสคงไนร!ู]พี ่ 1 พ!ทา่ O .D . จอง chrom osom al DNA พ ีเ่จอ๊จาง 1 :2 0  มคีา่เท า่กบั  0 .4 9 8  «งนน 
ความเธม้จนจอง ch ro n o so n a l DNA จงมคีา่เท า่กบั  0 .4 9 8  mg/mL สว่นคา่ 0 .D .2 6 0  : 0 .D .2 8 0  
เทา่กบั 0 .4 9 8  ะ 0 .2 7 4  คอืเทา่กบั  1 .8  ช ื้3 แส«งคงืควา»Jบรสิ»ุอชูไ่นชว่งพ ีน่ฯมาไจ'เอ ้ การว เิค ราะท  
chrom osom al [SNA จอง p .  p s e u d o m a l l e i  K 1/88 «ว«  a g a r o se  g e l  e le c tr o p h o r e s is  
และ«อม DNA อา้บ e th id iu m  brom ide พบวา chrom osom al DNA ชอง p .  p s e u d o m a l l e i  

K1 /8 8  พีส่ก«ัไออ้บูไ่นรบู " h igh  m o lecu la r  w eigh t"  ม ที น าค ไพ ท่ า่ 23 kb อง้ร!ู]พี ่ 2
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พารางท ี ่ 2 แสพงผลการทคสอบVท h e m o ly tic  a c t iv i t y  ธอง p .  p s e u d o m a l l e i  สา«ทนัธุ
พำง ๆ รพ«าธ c e llo p h a n e  p la t e  te c h n iq u e  ธอง L iu  และคอเะ (2 0 )

ชนพิธองนบพนิร«ี แทลง่ทีม่า D ilu t io n  
สุคทา้«ที'่ไห้ 
h e m o ly sis

H em oly tic
U/mL

พไั«พะธองการ 

h e m o ly sis  บน 
b lo o d  ag a r

JM 109(püC18) - - - non
C 1/85 human, b lo o d 1 :3 2 64 ๐ไ

C 1/86 hum an,blood 1 :1 2 ๗
C 2/30 รม่ม่ห้อมูล 1 :4 8 non
C 2/88 hum an,blood 1 :2 4 non
C 3/87 'ไม่มีห้อมูล 1 :4 8 ๗

C 3/88 hum an,blood 1 :2 4 non
C 4/86 human,p u s 1 :4 8 non
C 4/88 s y n o v ia l f lu id 1 :8 16 ot

C 6/88 hum an,blood 1 :3 2 64 ot
E 1 /8 8 hum an,pus 1 :4 8 ot

K 1/88 hum an,pus 1 :1 2 8 256 ๗
S 2 /8 7 'ไม่มีห้อมูล 1 :1 6 32 ot

S 6 /8 7 human,spturn 1 :1 2 ๐<

NCTC 7431 human 1 :2 4 ot

NCTC 4845 monkey 1 :8 16 ot,

non คอ พ!ั«พะการ'ไมส่ลาช 1ม็ค ไลึอพแพง 
๐< คอื พไั«พะการสลา« เม็พ เ^พ แพ ง เท«ังบางสว่น
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Tim A B S

3 2 0 . 0 0 . 0 1 9
3 1 0 . 0 0  0 2 2
3 0 0 . 0 0 . 0 3 7
2 9 0 . 0 0 .  t 3 1
2 8 0  0 Û .  2 7 4
2 7 0 . 0 0 .  4 2 9
2 6 0  ! 0 0 . 4 9 3
2 ‘J O  . 0 0 . 4 6 0
2 4 0  0 0 . 3 1 6
2 3 0 . 0 0 . 2 5 4
2 2 0 . 0 0 .  4 5 1
2 1  0 . 0 0 .  5 9 1
2 0 0 . 0 0 . 1 1 2

รบพ่ี 2 นสคงชว่งคา่การ«คกลนึนสงธอง chrom osom al DNA ธอง p .  p s e u d o m a l l e i  สา«พนสุ
K 1/88 วอ'โคช U V -v is ib le  r e c o r d in g  sp ec tro p h o to m eter  (HITACHI m odel บ -2 0 0 )
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2 .2  การทค ุ chrom osom al DBA จอง P ,  p s e u d o m l l e i

เร»่Jคนจากการอค้เลอ้ก R e s tr ic t io n  e n d o n u c lea se  ทอ้อ s i t e s  บ ร เิว »
p o ly lin k e r  ธอง PÜC18 เชน่ E co R I,K p n I,S n a il และะ P s tI  »ภทคสอบหาสภาวะทีเ่หมาะf* • 
เทอาชอ้อ้ chrom osom al DNA ธอง p .  p s e u d o m a l l e i  K 1/88 าหา้อล้ท้ษ»ะ p a r t ia l
d ig e s t io n  ทบวา่เอนาช*^เห»ภะส»JH3 P s tI  ส่วนเอนาช»ไชนิคอ๋ึน'ณส่'ไ»ร ■ ไรกอ้อ chrom osom al DNA 
ชอง K 1/88 าออ้ง้นนจงาช ้ P s t I  ออ้ chrom osom al M A อา้ชปร»ิภ» 1 p g  ทอ่เอนึไช»ไ 
1 u n it  เบ น็ เวลา 5 ไทท ี านบร่»ิภ» DNA 20  J i g  ทอ่ปร»ิภอรรวม 4 0 0  mL จะาพ บบน ผพ าร  
ออ้ chrom osom al M A เบนิ sm ear (sm ear ban d ) อง้รบูท 3

2 .3  การออ้..pUC ia M A แบบ ccM P lete d ig e s t io n
ทลา*Ciอ pUC18 อวาม เธ»ั«น  0 .6 6 2  mg/mL เม ึพ๋า»ภ«อน้บบ co m p lete

d ig e s t io n  อา้บ R e s tr ic t io n  en d o n u c le a se  P s t I  านออ้ราสว่น M A l p a g  ทอ่เอนึาช»J 
1 u n it  า อ  ้ L in ea r  M A องแส«งานรบที ่ 4

2 .4  ก าร  t ran sform  recom b in an t p la sm id  เช า้ส ู ่ E .  c o l ï

ทลงั เอรชม chrom osom al M A fra g m en ts ชอง P .  p s e u d c m a l l e i  K1 /6 8  าอช«ด 
อว้ช P s tI  าอแ้บบ p a r t ia l  d ig e s t io n  แลว้จงนฯ»ภเชึอ๋ม ( l i g a t io n )  กับชน MA ท ีา่อจ้ากการ 
ออ้ PÜC18 อว้ช P s tI  แลว้นฯไไ!องึพ ูท่อสเทอออกาอช a lk a lin e  p h o sp h a ta se  หลัง เช ึอ๋มเสรจ็แลว้ 
นฯาบ tra n sfo rm  E .  c o l ï  JH 109 ออ้ l ia ก tra n sfo rm a n t อวชอาหาร เล«ง เชอ LB
ท่ีแสม a m p ic illin  50 /ig/m L  และ X -g a l 0 .1  mg/mL ออ้เ้ลอ้กาอาลนสีชีาวท ีอ่าอวา่ม  
recom b in an t p la sm id  ชง»รเทานาทป้เบ็น a m p ic il l in  r e s is t a n c e  และ

g a la c to s id a s e  n e g a t iv e  าอจ้ฯนวน 160 าคาลน าคเับอรเ์ชนอชองาอาลนสชีาวทอ่าอาลน  
สทิาั 85% และมบีระสทธภีาทานการ tra n sfo rm  เทา่กบั SxlO 3 C F U / j i g  M A หลงัจากออ้เลอ้กรว่ม  
กบัวธเีท ีHIJชนาคกบัพลาสมค้ PÜC18 าอชวธิชีอง D e in in g e r  (8 5 )  ส า่นาคาลนสที า้จะ Iบ ินาอาลนชอง 
E .  c o l ï  JH109 หาอร้บ PÜC18 ชงบทานไท!UOน a m p ic illin  r e s is ta n c e  และ 
^ - g a la c t o s id a s e  p o s i t iv e  อง้รบูท 5 .1  และ 5 .2
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1 2  3

รู!!พี ่ 3  แสคงผลการพดั chrom osom al DNA ธอง p .  p s e u d o m a l l e i  สาชพันธุ K 1/88 พัดพัวช
P s tI  แบบ p a r t ia l  d ig e s t io n  แบกพัวช a g a r o se  g e l  e le c tr o p h o r e s is  'เช  ้ 0.8%  
a g a ro se  g e l  ความคา่งพั̂ คิ ้ 76 V Iวลา 2 ชม.

Lane VI 1 คอื >\DNA d ig e s te d  w ith  H in d lII
Lane VI 2 คอื chrom osom al DNA ชอง p .  p s e u d o m a l l e i  ก่อบค้ค่พัวช เอน'!ซม 
Lane ห 3 คอ chrom osom al DNA ชอง p .  p s e u d o m a l l e i  พลังพัดพัวช เอน'!ชม์
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วูโซ11* 4  แสคง«ลการคคคลาลมคิ pUC18 แบบ c o » p le te  d ig e s t io n  ควัช P s tI  วเิคราะพ'ใคษ
a g a ro se  g e l  e le c tr o p h o r e s is  'เช  ้ 0.8%  a g a ro se  g e l  ความคา่งคก้ค์ ิ ้ 80  V เวล า 2 ซม. 

Lane ห 1 คอึ ÂDNA d ig e s te d  w ith  H in d lII  
Lane ท่ี 2  คอ PÜC18 
Lane ท่ี 3 คอึ PÜC18 คคัควั«เอน็'โซม P s tI
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รแท่ี 5 .1  แสคงไคไลนขีอง E .  c a l l  JM109 (püC18) มนอาหาร Iลี«้ง เชือ้ LB «สม
a a p ic i l l in  50 j J g / n L  นละ X -gal 0 .1  mg/nL พพัเ£ไคไลนสหีา้ ๓ คจากการยอ่«สลาช X g a l
ไห«้รพ/พหีม่สหีา้
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รูปพ่ี 5 .2  แสคงรดรลนปีอีง E .  c o l i  JM 109 พี'่ไคร้บเอา recotri) in  a n t p la s n id  เป าีไ!ท น เชล  
รลเนฬรบรทปเบลีH่นรป เมือ่ เลีอ้งบนอาหาร เล ีย้ง เชอ LB «สม a m p ïc illin  50 ^lg/itL  และ 

X -g a i 0 .1  mg/nL ส3ัเกคลาั««ะรดรลนงะเบลีบ่นเปนสธิาว เมือ่เทอึบกบัรดรลนธอง E .  c o l i  

JM 109(püC18) เนือ่งจาก'ไมส่'นทรทชอ่บสล')ย X -g a l
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3 . การคค้เ่ลอึท E .  c o l i __tra n sfo rm a n t คม h e m o ly tic  a c t iv i t y
พลจากการไคลนชนทีง่พมคไค ้ tra n sfo rm a n t จานาน 160 ร«รลน นฯเทคค?ร)บ

h e m o ly tic  a c t iv i t y  ไคชาธ c e llo p h a n e  p la t e  te c h n iq u e  vn h em o ly sin  t i t e r  เทยีบ 
กบั P .  p s e u d o m a l  l e i  K l/8 8  แ?เะ: E .  c o l i  JM109 (pUC18) ช งไช เัรน  n e g a t iv e  c o n tr o l 
คาบลฯคน้ คบ tra n sfo rm a n t จฯนาน 3 ไคลน จาก 160 ไคลนทีไ่ห ้ h e m o ly tic  a c t iv i t y  
คลงจากสกค recom b in an t p la sm id  ออกจาก เซ ลเจา้บ า้น  (h o s t  c e l l )  ไคชาธ a lk a lin e  
l y s i s  คบ recom b in an t p la sm id  pWC3 pWC7 และ; pWDl ชนาคบระ;เท» 4 .4  kb 4 .0  kb 
และ; 7 .0  kb คาบลฯคน้ เมึอ๋ เทยีบกบัชบาคชองคลา?ร}ิค pUClB ไนลา้ษ»ะ; lin e a r  form  «ลการ  
ทค?ร)บค) h e m o ly tic  a c t iv i t y  ชอง E .  c o l i  tra n sfo r m a n ts  แสคงไนคารางห 3 และ:รูบพ 6 .1  
และ; 6 .2  4

4 . การคสิจูนจา่ h e m o ly s in -e x p r e ss in g  E .  c o l i  บ P .  p s e o d c m a l l e i  DMA in s e r t s
4 .1  คาธนาคชอง in s e r te d  DNA จาก recom b in an t p la sm id s

เมอนฯ h e m o ly s in -e x p r e ss in g  E .  c o l i  คอ E .  c o l i  JH 109 (pWC3)
E .  c o l i  JM 109 (pWC7) และ E .  c o l i  JM 109 (pW Dl) มาสกคัคลา?ริ}คน?e นฯคลาสมค เพลา่บน 
เทคคคว้ช r e s t r ic t io n  en d o n u clea se  P s tI  พ''แๆคแลวนฯไบครวจ?ร)บพาธนาค in s e r te d  DNA 
เทยีบกบั DNA มาครา;ฐาน ผลการทค?เองคบจา่ pWC3 ค«้คา้ช P s tI  ไห  ้ in s e r te d  DNA ชนาค 
900 bp . และ; PUC18 ไนรบู lin e a r  form  ชนาค 2 ,6 8 6  bp. เชน่เคยีวกบั pWDl ไห  ้ in s e r te d  
DNA ชนาค 5 ,6 0 0  b p . และ: lin e a r  form  ชอง PÜC18 กร»ชอง pWC7 คบ in s e r te d  DNA
2 ส่วน บชีนาค 400  bp . และ: 500 bp . (รบที ่ 7 )  คารางท ี ่ 4  ชงแสคงความลา้พนธระ;คจา่งชนาค 
ชอง In se r te d  DNA ทไคจ้าก recom b in an t p la sm id s  แ?เะ;ค่า h e m o ly tic  a c t iv i t y  ธ?)ง 

h e m o ly s in -e x p r e ss in g  E .  c o l i



26

B ' 2 3 8  9

1 ; 8

te c h n iq u e  ธอง P .  p s e u d o a s a l l e i  K l/8 8  /ฑพ A คือ F . p s e u d o B a l l e i  หีเ่ลีษ้งบน 
tr y p to n e  g lu c o s e  ag a r  (TGA) /ฑท B แส«งอ'ทมนรงธอง h em olysin  ๆ««การเจอืจางแบบ  
tw o -fo ld  d i lu t io n  เรัม่คนัจาก u n d ilu te d  ๆนหลอ«ที ่ 1 อ า่ h em o ly sin  t i t e r  คอื
1 /1 2 8  UJ0 เหแบกบ้ n e g a t iv e  c o n tr o l ๆ.นหลอ«ท 9
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ร!ูin 6 .2  แสคงพลการหคสอบ h e m o ly tic  a c t iv i t y  ไค«วธิ c e llo p h a n e  p la t e  te c h n iq u e  
จอง tra n sfo rm a n t ชงม recom binant p la sm id  pWDl /ฑพ A tra n sfo rm a n t pWDl V» 
(.อ้ี«งบน tr y p to n e  g lu c o s e  agar (TGA) /ฑ * B แส«งควานเรงธอง h em olysin  ไคช 
การ1จอจางแบบ tw o -fo ld  d ilu t io n  เรบคน้จาก u n d ilu te d  ไนหลอคท่ี 1 อ า่
h em olysin  t i t e r  ทีอ่า่นไคค้อ้ 1 :1  1บึอ๋เห«ีบกบั n e g a tiv e  c o n tr o l ไนหลวอที ่ Ô
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c e llo p h a n e  p la t e  te c h n iq u e

«ารางท ี ่ 3 นส«ง«ลการ«ราจสอบ«า h em o ly tic  a c t iv it y  ชอง E .  c o l i  transform ants
เที«บกับ p .  p s e u d o m a l l e i  สาษพันธุ K 1/88 น'*ะ ร -  c o l i  JM109 (püC18) ๆ««วธิี

ชน«ธองนบR>นรยี h e m o ly tic  *  
a c t iv i t y  ( t i t e r )

H em o ly tic  ะ** 
u n it/m L  (HU)

E .  c o l i  JM 109 (PÜC18) - -
P .  p s e u d o t t a l l e i  K l / S Q 1 :1 2 8 256
E .  c o l i  JM 109 (pWC3) 1 :1 2
E .  c o l i  JM 109 (pWC7) 1 :2 4
E .  c o l i  JM 109 (pM Dl) 1 :1 2

*  h e m o ly tic  a c t i v i t y  ( t i t e r )  คอือา่ d i lu t io n  านหลอ«ส«ุทา้«ทีส่ลา« 1บิค 
Iคอื«นองสนนร» (100% h e m o ly s is )  ทีอุ่»ห/ใบ ิ 37 0ช Iบนิเวลา 2 ชบ.

ะ** 1121 คอื บร่บีา» h em o ly sin  านหลอค d ilu t io n  สงูสคุ ทีส่ลา«เบคิเคยืคนคง 
สบma» (100% h e m o ly s is ) ท ีอ่»ุพ1»J 3 7 °  ช 1บนิ1าลา 2 ชม.
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รÜูพ่ี 7
P s tI
b u ffe r

1 2 3 4 5 6

แลคง recom b in an t p la sm id s  จาก h e m o ly s in -e x p r e ss in g  E .  c o l l  คค้ควอ 
ว 1คราะพ1'เคช a g a ro se  g e l  e le c tr o p h o r e s is  าซ ั 0.8% a g a ro se  g e l  าน TAE 

ความคา่ง«กค 76 V Iวลา 2 ซม.
Lane ท 1 fia ÂDNA d ig e s te d  w ith  H in d lII  
Lane ห 2 คอ (j)X174 d ig e s te d  w ith  H a e lll
Lane ค 3 คอื PÜC18 d ig e s te d  w ith  P s tI
L anes พ่ี 4 ,5  และ 6 คอื p*JCo pWC7 และ pWDl คค้คว้อ P s tI  คามลฯคน้
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พารางท ี ่ 4  นส?พควาJJê&JwurawrvjBUTคธอง in s e r te d  DH As ที'่ใ«คำก recom b in an t
p la sm id s และคำ h e m o ly tic  a c t iv i t y  บอง h e m o ly s in -e x p r e ss in g  E .  c o l i

รคลน H em o ly tic  u n it s ธนาคธอง in s e r te d  DNA (b p . )

E .  c o l i  JM109 (pWC3) 2 900
E .  c o l i  JM109 (pWC7) 4 900 (4 0 0 ,5 0 0 )
E .  c o l i  JM 109 (pW Dl) 2 5 ,6 0 0
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4 .2  ก ารพิสูจน»นยุนัวา่ i n s e r t s  ฒ & เปน็ p .  p s e u d o m l l e i  DBA รพ»ทอ S ou th ern
b l o t  h y b r i d i z a t i o n

นฯ in s e r te d  DNA ธอง P#C3 ,pWC7 และ pWDl มาคคิฉลากรงัสคีวั» [o< -P 32 ] 
dCTP ทค»วธ Random p rim er L a b e llin g  ไคค้า่ r a d io a c t iv e  a c t iv i t y  5 .2X 107 cpm /ug 
7.9X 107 cpm /ug และ 2.4X 108 cm p/ug คามลฯคับจากน่ืนนฯทนทช้เป็น p rob e รบการทฯ 
S ou th ern  b lo t  h y b r id iz e d  ยบั chrom osom al DNA fra g m en ts ชอง P .  p s e u d o s t a l l e i  

ช ืง้ไคจ้ากการ«««ว» P s tI  แบบ co m p lete  d ig e s t io n  ผลการทคลองพบวา่ 1 ) เบือ่ทช้
in s e r te d  DNA ธอง pWC3 ชืง้ปธ็นาค 900  b p . เปน็ p rob e พบวา่สามารกทอบรทคชกบ chrom osom al 
DNA fra g m en ts ทคีฯแหนง์ธนาค 900 bp ชืง้ครงยบัคฯแหบง่ชอง in s e r te d  DNA ชอง pWC3 รน 
la n e  ที 2 และ 3  รูนที 8 .1  นอกจากนองพบ band จาง ว ทีคฯแหบ่ง 1 ,0 0 0  b p . ควั«และ In s e r te d  
DNA ชอง pWC3 'ใบ่'ใอบรทค’®ยับ in s e r te d  DNA ชอง P#C7 และ pWDl 2 )  เบ ือ่ไช  ั in s e r te d  
DNA ชอง pWC7 ชืง้มชีนาค 400  b p . และ 500 b p . เปน็ p rob e พบวา่สามารกไอบรทค®ยบั 
chrom osom al DNA ทีคฯแหบ่ง 500 b p . สว่นครงคฯแหบง่ 4 00  bp . ทบ่ม band เกคิชืน้แคเ่กค sm ear 
ทคีฯแหบง่มากกวา่ 500 b p . ชืน้ทนทนเนือ่งจาก in t e n s i t y  ชอง p rob e ชนาค 500 b p . สงูกวา่ 
ชอง p rob e ชนาค 4 00  b p . la n e  ที 2  และ 4  รูนที ธ .2 I n s e r te d  DNA ชอง pWC7
ไมไ่อบรทิค®ยบั in s e r te d  DNA ชอง pWC3 และ pWDl 3> เบือ่ทช ั in s e r te d  DNA ชอง 
pWDl ชืง้มชีนาค 5 ,6 0 0  b p . เป็น p rob e พบวา่สามารถไอบรทิค’®ยับ chrom osom al DNA ทีคฯแหบ่ง 
5 ,6 0 0  bp . «รงยบัคฯแหบง่ชอง in s e r te d  DNA ชอง pWDl ทน la n e  ที 2  และ 5  รูนที 8 .3  
I n se r te d  DNA ชอง pWDl ไมท่อบร๊ทค’®ยับ in s e r te d  DNA ชอง pWC3 และ pNC7
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รUูn 8 .1  แสคง S ou th ern  b lo t  a n a ly s is  แอง P s tI  d ig e s te d  chrom osom al DNA 
fra g m en ts ธอง P .  p s e u d c m a l l e i  K l/8 8  ทคคค้วอ P s tI  และะ in s e r te d  DNA จาก 
recom b in an t p la sm id s  เนอไซ ้ in s e r te d  DNA จาก pWC3 lllu  p rob e

A /ไาอ a g a ro se  g e l  e le c tr o p h o r e s is  แอง chrom osom al DNA fra g m en ts จอง 
P .  p s e u d o m a l l e i  K l/8 8  ไซ ้ 1.0% a g a r o se  g e l  «วามคา่งสกัคิ ้ 70  V เวล า 3  แม.

Lane VI 1 คอ X  DNA d ig e s te d  w ith  H in d lII
Lane ท่ี 2 คอ chrom osom al DNA fra g m en ts แอง P .  p s e u d o m a l l e i  K l/8 8  

คคัควอ P s tI  แบบ co m p lete  d ig e s t io n
L an es ท่ี 3 ,4  และะ 5  คือ in s e r te d  DNA จาก P«C3 pWC7 และ pWDl คานอฯคบ 

B /ๅาพถา่ษ A u torad iograp h  แอง À



33

รบ»> 8 .2  แสคง S ou th ern  b lo t  a n a ly s is  ทอง P s tI  d ig e s te d  chrom osom al DNA 
fra g m en ts ทอง P .  p s e t t d c m a l l e ï  K l/8 8  พ ค ค ว้H P s tI  และะ in s e r te d  DNA จาก 
recoffi) in a n t p la sm id s l มยาท ั in s e r te d  DNA จาก pWC7 1บ๊ัน p rob e

A ภาพ a g a ro se  g e l  e le c tr o p h o r e s is  ทอง chrom osom al DNA ทอง P .  p s e u d o n a l l e i  

K l/8 8  ‘ไท ้ 1.0% a g a ro se  g e l  ฅวามคา่งคาัค ิ ้ 70 V เา ล า  3 ทม.
Lane ท 1 คึอ ADNA d ig e s te d  w ith  H in d lII
Lane ห 2 คึอ chrom osom al DNA fra g m en ts ทอง P .  p s e u d c m a l l e i  K l/8 8  

ค้คควน P s tI  แบบ co m p lete  d ig e s t io n
L anes ท่ี 3 ,4  และ 5  คึอ in s e r te d  โ)NA จาก P«C3 pWC7 และ pWDl คามลฯคบั 

B ภาพกำช A u torad iograp h  ทอง A
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ร!!ท 8 .3  แส«ง S ou th ern  b lo t  a n a ly s is  ทอง P s tI  d ig e s te d  chrom osom al DNA 
fra g m en ts ธอง F . p s e u d o m a l l e i  K l/8 8  ทคคค้วอ P s tI  และะ in s e r te d  DNA จาก 
recom b in an t p la sm id s  I มอ'เท ั in s e r te d  DNA จาก pWDl lSu p rob e

A ภาค a g a r o se  g e l  e le c tr o p h o r e s is  จอง chrom osom al DNA fra g m en ts  
ทอง p .  p s e u d o m a l l e i  K l/8 8  'เท ้ 1.0% a g a ro se  g e l  ค'rujคา่งคก้คิ ้ 70  V ท ล า  3 ทม.

A ภาค a g a r o se  g e l  e le c tr o p h o r e s is  ทอง chrom osom al DNA ทอง F . p s e u d o m a l l e i  

K l/8 8  'เท 1.0% a g a r o se  g e l  ความคา่งคภ้ค์ิ ้ 70 V เวล า 3  «ม .
Lane พ 1 คอ A  DNA d ig e s te d  w ith  H in d lII
Lane ท 2 คอ chrom osom al DNA fra g m en ts ทอง F . p s e u d o m a l l e i  K l / 8 8  

ค้คควอ P s tI  แบบ co m p lete  d ig e s t io n
L anes คี ่ 3 ,4  และ 5  คอี in s e r te d  DNA จาก P«C3 P«C7 และ pWDl คามลาm i 

B ภาคถาช A u torad iograp h  ทอง A
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