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บทที่  1 
 

บทนํา 
 

 เดกซแทรนเปนพอลิแซ็กคาไรดชนิดหนึ่งที่ประกอบดวยหนวยยอยของน้ําตาลกลูโคสซึ่ง 

เชื่อมตอกันเปนสายพอลิแซ็กคาไรดชนิดฮอมอพอลิเมอรดวยพันธะแอลฟา-1,6-ไกลโคซิดิก และมี

สายที่แตกแขนงออกจากสายหลักดวยพันธะแอลฟา-1,3-ไกลโคซิดิก เดกซแทรนเปนสารที่มี

น้ําหนักโมเลกุลสูง ละลายน้ําไดยาก และมีลักษณะเหนียวหนืด เกิดจากปฏิกิริยาการยอยสลาย

น้ําตาลซูโครส โดยอาศัยเอนไซมเดกซแทรนซูเครส (dextransucrase) หรือกลูโคซิลทรานสเฟอเรส 

(glucosyltransferase) ในปจจุบันไดมีการนําเดกซแทรนมาใชเปนสารปรุงแตงในอุตสาหกรรม

อาหาร เชน เติมในไอศกรีม เบเกอรร่ี หรือลูกอม เพื่อชวยใหเกิดความนุมของเนื้อสัมผัส และในทาง

การแพทยไดมีการนําเดกซแทรนมาประยุกตใชในดานตางๆ เชน การนําเดกซแทรนมาใชเปน 

blood plasma expander เพื่อเพิ่มปริมาตรของโลหิตในผูปวยที่มีอาการช็อกเนื่องจากการสูญเสีย

เลือด โดยไมรบกวนระบบของแอนติเจน-แอนติบอดีที่กอใหเกิดการตกตะกอนของเลือด (Lee และ 

Fox, 1985; Das และ Dutta, 1996) รวมทั้งมีการนําเดกซแทรนมาใชรวมกับเอนไซมเดกซแทรน

เนสเพ่ือเปนตัวควบคุมการปลอยยาในกลุมฮอรโมน เชน อินซูลิน นอกจากนี้ยังมีการนําเดกซ

แทรนมาใชรวมกับเอนไซมเดกซแทรนเนสในการเปนตัวพานํายาไปยังเซลลเปาหมายที่ตองการ

การรักษา เชน เซลลมะเร็ง อีกทั้งยังมีการนําเดกซแทรนมาใชเปนพรีไบโอติก เพื่อสงเสริมสุขภาพ

ของมนุษยดวย (Khalikova และคณะ, 2005) 

 

 อยางไรก็ตาม  เดกซแทรนจัดเปนปญหาสําคัญในดานทันตสาธารณสุขและใน

อุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาล สําหรับดานทันตสาธารณสุขนั้น เดกซแทรนเปนสาเหตุหลักของการ

ยึดเกาะของแบคทีเรียบนผิวฟน เนื่องจากจุลินทรียในชองปากจะใชนํ้าตาลแลวสรางเดกซแทรน

ลักษณะเหนียวหนืดออกมา สามารถจับเกาะกับผิวฟน ไกลโคโปรตีนในน้ําลายและเศษอาหารใน

ชองปาก เกิดเปนคราบฟน อันเปนผลใหจุลินทรียตางๆเกาะผิวฟนไดดีขึ้น และนําไปสูการเกิดโรค

ฟนผุ (Pleszczynska และคณะ, 1997) สําหรับดานอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาล เดกซแทรนซึ่ง

ถูกสรางขึ้นจากจุลินทรียที่ปนเปอนมากับวัตถุดิบ จะกอใหเกิดการอุดตันในทอสงน้ําออย 

นอกจากนั้นเดกซแทรนยังเขาไปรบกวนกระบวนการผลิต และกอใหเกิดปญหาในขั้นตอนตางๆของ

กระบวนการผลิตน้ําตาลทราย เปนผลทําใหประสิทธิภาพในการผลิตน้ําตาล และคุณภาพของ

น้ําตาลที่ไดลดต่ําลง สงผลใหเกิดการสูญเสียน้ําตาลอยางมากในแตละป และเกิดการสูญเสีย
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รายไดมูลคาหลายพันลานบาท อันเปนผลเสียตอเศรษฐกิจของประเทศอยางมากอีกดวย 

(Finnegan และคณะ, 2004) 

 

การแกปญหาโรคฟนผุอันเนื่องมาจากเดกซแทรน อาจทําไดโดย การแปรงฟนใหถูกตอง 

การใชสารฟลูออไรด การใชยาปฏิชีวนะ และสารตอตานเชื้อจุลินทรีย เปนตน เพื่อควบคุมจุลินทรีย

ในคราบฟน ในขณะที่การแกปญหาที่เกิดขึ้นอันเนื่องมาจากเดกซแทรนในโรงงานน้ําตาล อาจทํา

ไดโดย การใชกรดรวมกับความรอนในการสลายเดกซแทรน หรือการใชสารเคมี หรือสารชีวฆาต 

(biocides) ในการกําจัดจุลินทรียที่กอใหเกิดเดกซแทรนกอนเขากระบวนการผลิต อยางไรก็ตาม

วิธีการเหลานี้สามารถแกปญหาไดในระดับหนึ่งเทานั้น ทั้งนี้วิธีที่สามารถลดปญหาเดกซแทรนได 

อยางมีประสิทธิภาพมากที่สุด คือ การใชเดกซแทรนเนสยอยสลายเดกซแทรน เนื่องจากเดกซ

แทรนเนสเปนเอนไซมที่มีความจําเพาะตอการยอยสลายเดกซแทรน ทําใหสมบัติความเหนียวหนืด

ของเดกซแทรนลดลง สามารถละลายน้ําไดมากขึ้น ซึ่งในดานทันตสาธารณสุขจะชวยลดการสะสม

ของคราบฟน รวมทั้งลดการยึดเกาะของจุลินทรียบนผิวฟนที่จะนําไปสูการเกิดโรคฟนผุ และใน

ดานอุตสาหกรรมน้ําตาลจะชวยแกปญหาการอุดตันของทอสงน้ําออย ตลอดจนปญหาอื่นๆที่

เกิดขึ้นอันเนื่องมาจากเดกซแทรน  

 

จุลินทรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสได ไดแก รา แบคทีเรีย ยีสต และแอคติโนมัยซสี แต

ราสวนมากมักจะมีสวนของผนังเซลลที่กอใหเกิดอาการแพ และราบางชนิดยังสรางอะฟลาทอก    

ซินออกมาในภาวะเดียวกันกับภาวะที่มีการผลิตเอนไซม (Leach, 1969) ดังนั้นเดกซแทรนเนสที่

นํามาประยุกตใชในการปองกันฟนผุจึงนิยมใชเดกซแทรนเนสจากแบคทีเรียเพื่อหลีกเลี่ยงปญหา

ดังกลาว อยางไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบกับจุลินทรียกลุมอ่ืนๆ พบวา ราเปนแหลงสําคัญที่สุดของ

การผลิตเอนไซมเดกซแทรนเนสในเชิงพาณิชย เนื่องจากราสามารถสรางเดกซแทรนเนสไดมาก

ที่สุด เมื่อเทียบกับจุลินทรียกลุมอ่ืนๆ นอกจากนี้เดกซแทรนเนสที่สรางจากราจะทนตออุณหภูมิสูง

ไดดีกวาเดกซแทรนเนสที่สรางจากแบคทีเรีย ดังนั้นจึงมีสมบัติเหมาะสําหรับนํามาประยุกตใช

โดยเฉพาะกับในอุตสาหกรรมน้ําตาลมากกวาเดกซแทรนเนสที่สรางจากแบคทีเรีย แตเนื่องจากรา

บางชนิดสามารถผลิตทอกซินและยาปฏิชีวนะได ดังนั้นการนําโปรตีนจากราไปใชในอุตสาหกรรม

โดยตรงก็อาจไมเปนที่ยอมรับสําหรับผูบริโภค (Kang, 2005) ปญหานี้อาจแกไขไดโดยการนํายีน

จากราไปแสดงออกในยีสตหรือแบคทีเรีย ซึ่งการปฏิบัติเชนนี้จําเปนตองทราบขอมูลทาง          

พันธุศาสตรของราสายพันธุนั้น เชน ลําดับนิวคลีโอไทดจีโนมิกดีเอ็นเอและ cDNA ซึ่งประมวลรหัส

เดกซแทรนเนสจากราสายพันธุนั้นกอน งานวิจัยกอนหนานี้พบวา  Penicillium sp. สายพันธุ 

SMCU 3-14 ที่สุวรรณา นพพรพันธุ (2538) ไดกลายพันธุไวนั้น ใหผลผลิตเดกซแทรนเนสสูง 
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ดังนั้นเพื่อเปนขอมูลพื้นฐานและเพื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดจีโนมิกดีเอ็นเอของยีนเดกซ

แทรนเนสของราสายพันธุนี้กับเดกซแทรนเนสของราอื่นๆที่มีรายงานมาแลว (Garcia และคณะ, 

1996; Kang และคณะ, 2005; Li และคณะ, 2006) งานวิจัยนี้จึงโคลนและหาลําดับนิวคลีโอไทด 

จีโนมิกดีเอ็นเอซึ่งประมวลรหัสเดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 ขอมูล

ที่ไดจะเปนขอมูลทางพันธุศาสตรของเชื้อสายพันธุนี้ และขอมูลที่ไดสามารถใชเปนขอมูลพื้นฐาน

ในการสราง cDNA เพื่อเพิ่มปริมาณการผลิตเดกซแทรนเนสโดยการแสดงออกเกินในยีสตหรือ

แบคทีเรียตอไปในอนาคต และนอกจากนี้ยังพิสูจนเอกลักษณของราสายพันธุนี้ดวยการหาลําดับ  

นิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ดวย 
 
วัตถุประสงคของการวิจยั 
 

เพื่อโคลนและหาลําดับของจี โนมิกดี เ อ็นเอซึ่งประมวลรหัสเดกซแทรนเนสจาก  

Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 และพิสูจนเอกลักษณของราสายพันธุนี้ 
 
 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
 

ทราบลําดับนิวคลีโอไทดจีโนมิกดีเอน็เอซึ่งประมวลรหัสเดกซแทรนเนสจาก Penicillium 

sp. สายพันธุ SMCU3-14 เปรียบเทียบกับเดกซแทรนเนสที่มีรายงานไวแลว และเพื่อใชเปนขอมูล

พื้นฐานทางพันธุศาสตรของราสายพันธุดังกลาว ซึ่งสามารถใชเปนแนวทางในการเพิ่มปริมาณการ

ผลิตเดกซแทรนเนสโดยการแสดงออกเกินตอไปในอนาคต และทราบชนิดของราสายพันธุนี้ 

 



บทที่  2 
 

ปริทรรศนวรรณกรรม 
 

เดกซแทรน (dextran) 
 
เดกซแทรนเปนพอลิแซ็กคาไรดชนิดหนึ่งที่ประกอบดวยหนวยยอยของน้ําตาล ดี-กลูโคส 

(D-glucose)  มาเชื่อมตอกันเปนสายพอลิเมอรชนิดฮอมอพอลิเมอร ดวยพันธะแอลฟา-1,6-ไกลโค  

ซิดิก เปนแกนหลักประมาณ 50-95% และอาจมีการแตกแขนงออกไปจากสายหลักดวยพันธะ

แอลฟา-1,3 หรืออาจพบเปนพันธะแอลฟา-1,2 หรือแอลฟา-1,4  เดกซแทรนจะมีลักษณะเปนเมือก

เหนียวหนืด ละลายน้ําไดยาก เกิดจากปฏิกิริยาการยอยสลายน้ําตาลซูโครส โดยอาศัยเอนไซม   

เดกซแทรนซูเครส (dextransucrase) หรือกลูโคซิลทรานสเฟอเรส (glucosyltransferase) ได

ผลิตภัณฑเปนน้ําตาลฟรุกโทสและน้ําตาลกลูโคส จากนั้นหนวยยอยของน้ําตาลกลูโคสจะมาเรียง

ตอกันเปนสายยาวของเดกซแทรน (Bigelis, 1991; Abdel-Naby และคณะ, 1991) ดังแสดงในรูป

ที่ 2.1 

 

 

 
 

รูปที่ 2.1 การเปลี่ยนน้ําตาลซูโครสไปเปนเดกซแทรนโดยกลูโคซิลทรานสเฟอเรส 
                                                (ที่มา : จินตกร คูวฒันสุชาติ,  2542) 

 

ในปจจุบันมีการผลิตเดกซแทรนในทางการคามากมาย โดยมีใหเลือกตามขนาดของ

โมเลกุลและการใชงาน เชน เดกซแทรนเกรดอุตสาหกรรมที่ใชเปนสารปรุงแตงในอุตสาหกรรม

อาหาร เชน เติมในไอศกรีม เบเกอรร่ี หรือลูกอม เพื่อชวยใหเกิดความนุมของเนื้อสัมผัส เดกซแทรน

 

Sucrose-6 glucosyltransferase (GTF) 

Dextransucrase 
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ที่ใชในทางการแพทย เชน ใชเปน blood plasma expander เพื่อเพิ่มปริมาตรของโลหิตในผูปวยที่

มีอาการช็อกเนื่องจากการสูญเสียเลือด โดยไมรบกวนระบบของแอนติเจน-แอนติบอดีที่กอใหเกิด

การตกตะกอนของเลือด (Lee และ Fox, 1985; Das และ Dutta, 1996), ใชรวมกับเดกซแทรนเนส

ในการควบคุมการปลอยของยาในกลุมฮอรโมน เชน อินซูลิน ซึ่งจะอยูในรูปของเดกซแทรนไฮโดร

เจลที่ภายในบรรจุอินซูลิน เพื่อควบคุมอินซูลินใหปลอยออกมาสูรางกายอยางชาๆ ทําใหไมเปน

อันตรายตอผูใชยา และใชรวมกับเดกซแทรนเนสเพื่อเปนตัวนําพายาไปยังเซลลเปาหมายที่

ตองการการรักษา เชน กรณีของเซลลมะเร็งนั้น แอนติบอดีที่ถูกสรางขึ้นมาใหมีลักษณะจําเพาะคู 

(bispecific antibody) คือ มีความจําเพาะตอทั้งเซลลมะเร็งและเอนไซมเดกซแทรนเนสที่มี

ความสามารถในการยอยสลายเดกซแทรน จะถูกฉีดเขาไปในกระแสเลือดของผูปวย แอนติบอดีที่

ถูกฉีดเขาไปนั้นจะจับจําเพาะกับเซลลมะเร็ง จากนั้นฉีดเดกซแทรนเนสตามเขาไป ซึ่งเดกซแทรน

เนสจะจับจําเพาะกับแอนติบอดีที่จับอยูกับเซลลมะเร็ง สุดทายจึงฉีดยารักษามะเร็งที่คอนจูเกตติด

อยูกับเดกซแทรน เดกซแทรนจะถูกยอยสลายดวยเดกซแทรนเนสที่จับอยูที่เซลลมะเร็ง ทําใหยาถูก

ปลอยในบริเวณที่มีเซลลมะเร็งเทานั้น ซึ่งเปนการรักษาตรงตําแหนงเปาหมายของยา นอกจากนี้

เดกซแทรนยังถูกนํามาใชเปนพรีไบโอติก เพื่อสงเสริมสุขภาพของมนุษยดวย โดยเดกซแทรนจะถูก

ใชเปนแหลงพลังงานใหกับพรีไบโอติกแบคทีเรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียในกลุม Lactobacillus และ 

Bifidobacterium ที่อาศัยอยูในลําไสใหญของมนุษย ซึ่งเดกซแทรนจะสงเสริมการเจริญเติบโตและ

การแบงตัวเพิ่มจํานวนของจุลินทรียเหลานี้ไดอยางมีประสิทธิภาพ (Khalikova และคณะ, 2005) 

 

อยางไรก็ตาม ดวยลักษณะเหนียวหนืด ละลายน้ําไดยากของเดกซแทรน ทําใหเดกซแทรน

เปนปญหาสําคัญในดานทันตสาธารณสุขและในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาล (Sidebotham, 

1974) สําหรับดานทันตสาธารณสุขนั้น เดกซแทรนเปนสาเหตุหลักของการยึดเกาะของแบคทีเรีย

บนผิวฟน เนื่องจากจุลินทรียในกลุม Streptococcus sp. ซึ่งเปนจุลินทรียที่อาศัยอยูในชองปาก

ของคนและเปนสาเหตุใหเกิดฟนผุ (Wolinsky,1988) มีความสามารถในการสรางเดกซแทรนซู    

เครสไดดี เมื่อคนบริโภคอาหารที่มีน้ําตาลเขาไป จุลินทรียจะใชน้ําตาลแลวสรางเปนเดกซแทรน

ลักษณะเหนียวหนืด สามารถจับเกาะกับผิวฟนโดยรวมตัวกับไกลโคโปรตีนในน้ําลายและเศษ

อาหารในชองปาก เกิดเปนคราบฟน (plaque) อันเปนผลใหจุลินทรียตางๆเกาะกับผิวฟนไดดีขึ้น  

จุลินทรียเหลานี้จะมีการเจริญและปลดปลอยกรดอินทรียจากการเมตาบอไลทออกมา กรดเหลานี้

จะทําลายสารเคลือบฟนและเนื้อฟน ทําใหเกิดการสูญเสียเนื้อฟนซึ่งนําไปสูการเกิดโรคฟนผุ 

(Melville และ Russell, 1981) สําหรับดานอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาล น้ําออยซึ่งเปนวัตถุดิบใน

การผลิตน้ําตาลทรายนั้น จะมีจุลินทรียที่มีความสามารถในการสรางเดกซแทรนปนเปอนติดมา

จากธรรมชาติ โดยจุลินทรยีเหลานี้จะเปลี่ยนน้ําตาลซูโครสในน้ําออยเปนเดกซแทรน ซึ่งมีลักษณะ
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เหนียวหนืดสามารถเกาะกับพื้นผิวตางๆไดดี และเดกซแทรนที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงจะทําใหน้ําออย

มีความหนืดเพิ่มข้ึน เปนผลใหอัตราการกรองน้ําออยชาลง นอกจากนั้นเดกซแทรนยังเขาไปรบกวน

กระบวนการผลิตและกอใหเกิดปญหาในขั้นตอนตางๆ ของกระบวนการผลิตน้ําตาลทราย เชน เกิด

การอุดตันในทอสงน้ําออย, เคร่ืองกรอง และอื่นๆ เนื่องจากการรวมตัวกันของเดกซแทรนเปน

โมเลกุลขนาดใหญที่ไมละลายน้ํา  เกิดเปนตะกอน ทําใหเกิดการอุดตันขึ้น  เปนผลทําให

ประสิทธิภาพในการผลิตน้ําตาลและผลผลิตของน้ําตาลที่ไดลดต่ําลง ซึ่งอาจจําเปนจะตองมีการ

พักเครื่องเพื่อการทําความสะอาดกอนที่จะดําเนินการผลิตตอไป อันเปนผลใหเกิดการเพิ่มตนทุน

การผลิตและเสียเวลาในการผลิต ซึ่งเปนการเสียเปรียบอยางมากในเชิงเศรษฐศาสตร 

 

การแกปญหาในดานทันตสาธารณสุขที่เกิดขึ้นอันเนื่องมาจากเดกซแทรนนั้น อาจทําได

โดย การเคลือบรองฟน เพื่อปองกันไมใหเชื้อจุลินทรียเขาไปอาศัยในรองฟน การใชสารประกอบ

ฟลูออไรด เพื่อปองกันฟนผุ การใชน้ําตาลชนิดอื่นที่ไมใชซับสเตรตของเอนไซมกลูโคซิลทรานสเฟอ

เรสในการใหความหวาน การใชยาปฏิชีวนะและสารตอตานจุลินทรีย เชน เพนิซิลลิน เททราไซคลนิ 

การใชวัคซีนในการปองกันฟนผุ และการใชสารยับยั้งการทํางานของกลูโคซิลทรานสเฟอเรส     

เชน น้ําตาลฟรักโตส และสารพวกเลคติน (Hamada และ Slade, 1980; Melville และ Russell, 

1981; Wolinsky, 1988) ในขณะที่การแกปญหาที่เกิดขึ้นอันเนื่องมาจากเดกซแทรนในโรงงาน

น้ําตาล อาจทําไดโดย การใชกรดรวมกับความรอนในการสลายเดกซแทรน การฆาเชื้อจุลินทรีย

โดยทําใหปลอดเช้ือดวยความรอน (sterilization) หรือการเติมสารเพื่อกําจัดจุลินทรียที่กอใหเกิด

เดกซแทรนกอนเขากระบวนการผลิต อยางไรก็ตามวิธีการเหลานี้สามารถแกปญหาไดในระดับหนึง่

เทานั้น ซึ่งวิธีที่สามารถลดปญหาเดกซแทรนไดอยางมีประสิทธิภาพมากที่สุดและมคีวามเหมาะสม

ซึ่งนิยมใชในปจจุบัน คือ การใชเดกซแทรนเนส เนื่องจากเดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่มี

ความจําเพาะตอการยอยสลายเดกซแทรน ทําใหเดกซแทรนมีขนาดโมเลกุลส้ันลง สามารถละลาย

น้ําไดมากขึ้น เปนผลใหสมบัติความเหนียวหนืดของเดกซแทรนลดลง ซึ่งในดานทันตสาธารณสุข

จะชวยลดการสะสมของคราบฟน ซึ่งจะทําใหพื้นผิวภายในชองปากไมเหมาะสมตอการตั้งถิ่นฐาน

ของจุลินทรียอันเปนผลใหลดการยึดเกาะของจุลินทรียบนผิวฟนที่จะนําไปสูการเกิดโรคฟนผุ และ

ในที่ดานอุตสาหกรรมน้ําตาล นอกจากจะชวยแกปญหาการอุดตันของทอสงน้ําออย แลวยังชวย

ลดความเสียหายที่เกิดขึ้นอันเนื่องมาจากเดกซแทรนดวย เปนผลใหประสิทธิภาพในการผลิต

น้ําตาลและผลผลิตของน้ําตาลที่ไดเพิ่มสูงขึ้น 

 

เดกซแทรนเนสสามารถพบไดในจุลินทรียตางๆ ทั้ง รา แบคทีเรีย ยีสต และแอคติโนมัยซีส 

โดยพบวาราสามารถสรางเดกซแทรนเนสไดในปริมาณที่สูงมากกวาจุลินทรียกลุมอ่ืนๆ (Sun และ
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คณะ, 1988) แตราสวนมากมักจะมีสวนของผนังเซลล เชน กลูแคน ที่กอใหเกิดอาการแพ และรา

บางชนิดยังสรางอะฟลาทอกซินออกมาในภาวะเดียวกันกับภาวะที่มีการผลิตเอนไซม (Leach, 

1969) ดังนั้นจึงนิยมนําเดกซแทรนเนสจากแบคทีเรียมาประยุกตใชในการปองกันฟนผุมากที่สุด 

เพื่อหลีกเลี่ยงปญหาดังกลาว ในขณะที่เดกซแทรนเนสจากราจะนํามาใชในการแกปญหาเดกซ

แทรนในโรงงานน้ําตาล และในงานวิจัยนี้สนใจที่จะนําเดกซแทรนเนสจากรามาใชเพื่อแกปญหา

เดกซแทรนในโรงงานน้ําตาล 

 
เศรษฐกิจจากอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลในประเทศไทย 
 

สําหรับประเทศไทยอุตสาหกรรมออยและน้ําตาลทรายจัดเปนอุตสาหกรรมที่มี

ความสําคัญตอประเทศอยางมาก โดยเปนกิจกรรมการผลิตของประเทศที่มีมูลคาสูง ทั้งนี้มี

ประชากรที่มีอาชีพเปนชาวไรออย หรือแรงงานรับจางในโรงงานอุตสาหกรรมน้ําตาลประมาณ 1 

ลานครัวเรือน หรือไมนอยกวา 5 ลานคน ในสวนของอุตสาหกรรมน้ําตาลพบวาในแตละป

อุตสาหกรรมน้ําตาลไดสรางงาน และมูลคาการผลิตหลายหมื่นลานบาทที่หมุนเวียนในระบบ

เศรษฐกิจ ในขณะที่ทางดานการสงออก น้ําตาลทรายจัดเปนสินคาทางการเกษตรที่ทํารายไดจาก

การสงออกใหกับประเทศไทยในลําดับที่สูงเชนเดียวกัน ในปการผลิต 2548 ประเทศไทยสามารถ

ผลิตน้ําตาลไดทั้งสิ้น 7.10 ลานตัน  จากโรงงานน้ําตาลทรายทั้งหมด 46 โรง ที่กระจายอยูทั่ว

ประเทศ ซึ่งประเทศไทยสามารถผลิตน้ําตาลทรายไดเปนอันดับ 4 ของโลก รองจากบราซิล อินเดีย 

และสหภาพยุโรป (Lichats, 2006) แตในดานการสงออก ประเทศไทยสงออกน้ําตาลเปนอันดับ 2 

ของโลกรองจากบราซิล โดยมีปริมาณการสงออกในป 2547 ถึง 4.65 ลานตัน (บริษัทออยและ

น้ําตาลไทย, 2547) ทําใหประเทศไทยมีรายไดจากการสงออกน้ําตาลเปนมูลคาถึง 33,128 ลาน

บาท จึงกลาวไดวา ประเทศไทยเปนผูผลิตและสงออกน้ําตาลรายใหญของโลก อันเปนผลทําให

เกิดการนําเขารายไดที่เปนเงินตราตางประเทศปละหลายหมื่นลานบาท ซึ่งมีความสําคัญตอ

เศรษฐกิจไทยอยางมาก 

 

อุตสาหกรรมน้ําตาลนอกจากผลิตน้ําตาลแลว ยังมีผลพลอยไดที่สามารถสรางมูลคาใน    

อุตสาหกรรมอื่นๆไดอีก เชน กากน้ําตาล สามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมตางๆภายในประเทศ   

ไดแก อุตสาหกรรมผลิตแอลกอฮอล  อุตสาหกรรมผลิตผงชูรส  อุตสาหกรรมผลิตซอสถั่วเหลือง 

อุตสาหกรรมผลิตอาหารสัตว  และอุตสาหกรรมผลิตกรดซิตริก  สวนกากออยก็สามารถนําไปใช

ผลิตกระดาษ ไมอัด ใชทําปุยปรับปรุงดิน  และโรงงานน้ําตาลสวนใหญนิยมใชเปนเชื้อเพลิงใน  

โรงงานดวย 
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วัตถุดิบที่ใชในการผลิตน้ําตาลทราย ไดแก ออย บีท และเมเปล แตสําหรับประเทศไทย

แลวออยจัดเปนวัตถุดิบที่สําคัญเพียงอยางเดียวในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทราย เนื่องจาก

ประเทศไทยมีพื้นที่เหมาะสมกับการปลูกออยอยูมากทุกภาคของประเทศทั้งภาคกลาง ภาค

ตะวันออก  ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคเหนือ ยกเวนภาคใต ซึ่งมีฝนตกชุกเกินไป วิธีการตดั

ออยเพื่อปอนใหโรงงานมีอยู 2 วิธี คือ การตัดดวยแรงคน หรือการตัดดวยเครื่องจักร แตเนื่องจาก

การเจริญเติบโตของอุตสาหกรรมน้ําตาลภายในประเทศ ทําใหพื้นที่ในการเพาะปลูกออยเพิ่มข้ึน

เปนจํานวนมาก ผลท่ีตามมาคือการจัดการดานวัตถุดิบตองประสบปญหาเกี่ยวกับการขาดแคลน 

แรงงานในการเก็บเกี่ยวออย ปจจุบันเกษตรกรจึงนิยมเผาตนออยกอนการเก็บเกี่ยว ซึ่งการเผาออย

นั้นนอกจากจะเปนการทําลายระบบนิเวศแลว ยังเปนการคัดเลือกจุลินทรียในดินที่ติดมากับ

บาดแผลของออยที่ถูกเผาไฟดวย  ซึ่งกอใหเกิดปญหาในกระบวนการผลิตน้ําตาลทรายที่ตามมา 

อันเปนผลทําใหประสิทธิภาพในการผลิตและผลผลิตน้ําตาลทรายลดลงอยางมาก  
 
จุลินทรียที่พบปนเปอนในน้ําออยและปญหาจากเดกซแทรน 
 

น้ําออยซึ่งเปนวัตถุดิบหลักในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทรายนั้น จะประกอบดวย       

น้ําตาลซูโครสเปนสวนใหญ และธาตุอาหารอื่นๆอีกเปนจํานวนมาก ดังแสดงในรูปที่ 2.2  ซึ่งเพียง

พอที่จะทําใหจุลินทรียที่ปนเปอนมาเจริญเติบโตไดดี 

 

หลังจากการเผาออยกอนการเก็บเกี่ยว  จุลินทรียในดินจะถูกทําลายหมด ยกเวน               

จุลินทรียใชน้ําตาลในกลุม Leuconostoc spp. ซึ่งสามารถสรางสปอรและทนความรอน ไดแก 

Leuconostoc dextranicum และ Leuconostoc mesenteroides จุลินทรียกลุมนี้พบปนเปอน

มากในอุตสาหกรรมน้ําตาล และการเจริญของจุลินทรียกลุมนี้จะกอใหเกิดปญหาหลายประการตอ

กระบวนการผลิตน้ําตาลทราย (Lee และ Fox, 1985; Rauh และคณะ, 1999) จุลินทรียกลุมนี้พบ

ไดทั่วไป และจะปนเปอนกับออยในระหวางการเก็บเกี่ยวจากไรและขนสงเขาสูโรงงาน โดยเฉพาะ

ออยที่ผานการเผาไฟจะทําใหจุลินทรียกลุมนี้ติดมากับบาดแผลออยที่ถูกเผาไฟ รวมทั้งออยที่ถูกแช

เย็นไวในระหวางการเก็บเกี่ยวและการเก็บรักษา ซึ่งจะทําใหเนื้อเยื่อออยเกิดความเสียหายและงาย

ตอการติดเชื้อนี้ (Eggleston และ Monge, 2005) 
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สวนประกอบของสารตางๆในน้ําออย 
 

 
(69-75%)    (8-16%)       (0.5-2.0%)     (0.5-1.0%)      (0.2-6%)      (0.5-1.0%)     (0.3-1.0%)     (10-16%) 

     น้ํา           ซูโครส        น้ําตาลรีดิวซ    สารอินทรีย    กรดอนินทรีย    ไนโตรเจน          เถา            ใยกากออย 

                                                       เชิงประกอบ 
 
                          เดกซโทรส         โปรตีน          ฟอสเฟต      แอลบูมินอยส 

             

                           เลวูโลส        กรดอินทรีย      คลอไรด         กรดอะมิโน 
 
                                              เพนโตซาน       ซัลเฟต          แอมโมเนียม 
 
                                                 เพกติน         ไนเตรต 
 
                                                 สารเกิดสี        ซิลิเกต 
 
                                                    ขี้ผ้ึง            โซเดียม 

                                                        

                                                            กรดมาลลิก   โปแทสเซียม 
 
                                              กรดซักซินิก     แคลเซียม 
 
                                              กรดแทนนิก    แมกเนเซียม 
 
                                             กรดบิวไทริก    อะลูมิเนียม 
 
                                              กรดไนตริก          เหล็ก 

 

 
             รปูที ่2.2 แสดงสวนประกอบของสารตางๆในน้ําออย (อัสวิทย ปทมเวณ,ุ 2539) 
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จุลินทรียในกลุม Leuconostoc spp. สามารถเจริญเติบโตไดดีในออย ซึ่งมีอุณหภูมิ            

อยูระหวาง 33 ถึง 37 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมิที่เหมาะตอการเจริญเติบโตของจุลินทรีย        

และสามารถใชน้ําตาลซูโครสซึ่งเปนองคประกอบหลักในน้ําออยเปนอาหาร เนื่องจากจุลินทรีย

กลุมนี้มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเดกซแทรนซูเครส หรือ กลูโคซิลทรานสเฟอเรส ซึ่งจะ

ยอยสลายน้ําตาลซูโครสในน้ําออย และสรางสารที่มีลักษณะเปนเมือกเหนียวหนืดที่เรียกวา เดกซ

แทรนออกมา (Tsuchiya และคณะ,1952; Arora และคณะ, 1991) และเนื่องจากจุลินทรียกลุมนี้

เจริญเติบโตไดอยางรวดเร็วโดยไมมีการแขงขัน จึงเพิ่มปริมาณไดสูง เปนผลทําใหเกิดการสราง

เดกซแทรนในปริมาณที่มากตามมา 

 

เดกซแทรนที่ผลิตจากจุลินทรียในน้ําออยเหลานี้ มีผลทําใหผลผลิตน้ําตาลที่ไดลดลง 

เนื่องจากปริมาณน้ําตาลลดลง เพราะปริมาณของน้ําตาลซูโครสซึ่งเปนองคประกอบหลักใน

น้ําออยถูกใชไปในการสรางเดกซแทรน (Eggleston และ Monge, 2005; Rauh และคณะ, 1999)   

นอกจากเดกซแทรนจะทําใหผลผลิตน้ําตาลลดลงแลว ดวยลักษณะที่เปนเมือกเหนียวหนืดของ

เดกซแทรนนั้น ยังเขาไปรบกวนกระบวนการผลิต และกอใหเกิดปญหาในขั้นตอนตางๆของ

กระบวนการผลิตน้ําตาล เปนผลทําใหประสิทธิภาพในการผลิตน้ําตาล และคุณภาพของน้ําตาลที่

ไดลดต่ําลง สงผลใหเกิดการสูญเสียน้ําตาลอยางมากในแตละป และเกิดการสูญเสียรายไดมูลคา

หลายลานบาท อันเปนผลเสียตอเศรษฐกิจของประเทศอยางมากอีกดวย ดังนั้นเดกซแทรนจึง

จัดเปนปญหาที่สําคัญในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทราย 
 
เดกซแทรนที่ถูกสรางขึ้น จะมีความยาว ขนาดน้ําหนักโมเลกุล และจํานวนแขนงยอย

แตกตางกัน โดยจะมีขนาดน้ําหนักโมเลกุลต้ังแตหลายพันขึ้นไปจนถึงหลายลานดาลตัน ข้ึนอยูกับ

ชนิดและสายพันธุของจุลินทรีย เชน เดกซแทรนที่ผลิตจากแบคทีเรีย L. mesenteroides สายพันธุ    

NRRL B-512 พบวา มีโครงสรางเปนเสนตรง ยึดกันดวยพันธะชนิดแอลฟา-1,6 สูงถึง 95% และ    

มีสายแตกแขนงออกไปจากสายหลักดวยพันธะแอลฟา-1,3 ประมาณ 5% นอกจากนี้ยังอาจพบ

เปนแอลฟา-1,2 และ แอลฟา-1,4 ไดดวย (Santos และคณะ, 2000) ในขณะที่ L. mesenteroides 

สายพันธุ B-1299 จะสรางเดกซแทรนที่มีสายแตกแขนงออกไปจากสายหลักดวยพันธะแอลฟา-

1,2 ประมาณ 27% และแอลฟา-1,3 ประมาณ 1% (Dols และคณะ, 1997) การแตกแขนงของ

พันธะกลูโคสจะทําใหความสามารถในการละลายน้ําของเดกซแทรนลดลง ทําใหเดกซแทรนมี

ลักษณะเหนียวหนืด ประกอบกับเดกซแทรนที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงถึง 105-107 ดาลตัน (Cuddihy 

และคณะ, 2001) ยิ่งทําใหเกิดลักษณะเหนียวหนืด และเนื่องจากกระบวนการผลิตน้ําตาลใน
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โรงงานอุตสาหกรรมนั้นไมใชกระบวนการปลอดเชื้อ ดังนั้นในน้ําออยจึงมีการปนเปอนโดยจลิุนทรยี

ดังกลาว 
 
ประเทศไทยนั้นประสบปญหาการปนเปอนดวยจุลินทรียที่ผลิตเดกซแทรนมาเปน        

เวลานานแลว เดกซแทรนที่ถูกผลิตขึ้นนี้มีผลทําใหประสิทธิภาพในการผลิตน้ําตาลและคุณภาพ

ของน้ําตาลที่ไดลดต่ําลง เนื่องจากปริมาณน้ําตาลซูโครสในน้ําออยถูกนําไปใชในการสราง       

เดกซแทรน ทําใหปริมาณน้ําตาลลดลง (Khalikova และคณะ, 2005) เดกซแทรนซึ่งมีลักษณะ

เหนียวหนืดจะเกาะกับพื้นผิวตางๆไดดี ทําใหเกิดการอุดตันในทอสงน้ําออย, ถัง, ตะแกรง,     

เครื่องกรอง และอื่นๆ อันเปนผลทําใหอัตราการไหลของน้ําออยต่ําลง (Cuddihy และคณะ, 2001)    

เดกซแทรนยังเพิ่มความหนืดของน้ําออย (Geronimos และ Greenfield, 1978) โดยปริมาณเดกซ

แทรนรอยละ 1 สามารถเพิ่มความหนืดของน้ําออยได 2 เทา และถามีเดกซแทรนรอยละ 6 จะ

สามารถเพิ่มความหนืดของสารละลายไดถึง 37 เทา (สามชัย ไชยทิพยอาสน, 2508 ) ความหนืด

ของน้ําออยอันเนื่องมาจากเดกซแทรนนั้นมีผลทําใหอัตราการกรองน้ําออยชาลง และยังมีผลทําให

ข้ันตอนการทําน้ําออยใหใสลาชา และตองใชพลังงานมากกวาปกติ รวมทั้งยังทําใหเกิดการลาชา

ของการตมเคี่ยวอันเนื่องมาจากสัมประสิทธิ์การถายเทความรอนที่ลดลงดวย (Jame และ 

Cameron, 1971) นอกจากนี้เดกซแทรนจะทําใหอัตราการตกผลึกน้ําตาลชาลง และจะทําใหเกิด

ผลึกน้ําตาลรูปเข็ม (needle-shaped crystals) ซึ่งไมเปนที่ตองการ เนื่องจากเปนอุปสรรคตอการ

ปนแยก ทําใหตะแกรงอุดตัน และการเกิดผลึกน้ําตาลรูปเข็มนี้ จัดวาเปนรูปรางที่ไมสวยงามไมเปน

ที่ตองการของตลาด (Cuddihy และคณะ, 2001; Finnegan และคณะ, 2004)  

 

ความหนืดของเดกซแทรนยังทําใหแบคทีเรียชนิดอื่นๆที่ปนเปอนมาในน้ําออยถูกจับไว 

(บุญสง แสงออน,  2525) และแบคทีเรียเหลานี้สามารถเจริญโดยใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลง

อาหาร แลวปลดปลอยกรดอินทรียจากกระบวนการเมแทบอลิซึมออกมา เชน กรดแลคติก, กรด

บิวทิริก เปนตน กรดอินทรียเหลานี้จะทําใหความเปนกรดของน้ําออยเพิ่มข้ึน ทําใหความเปนกรด

ของสารละลายน้ําตาลสูงขึ้น และทําใหน้ําออยบูดเปร้ียว มีกล่ินไมพึงประสงค นอกจากนี้น้ําตาล       

ฟรักโตสที่ เหลืออยูอาจสลายตัวเปนกรดอินทรีย และสารประกอบที่มีสี ข้ึนไดดวย  (สันติ์              

ฉายตระกูล,  2525) 

 

จากเหตุผลดังกลาว จะเห็นไดวาเดกซแทรนเปนอุปสรรคที่ทําใหเกิดความสูญเสียขึ้นใน

กระบวนการผลิตน้ําตาล กอใหเกิดการสูญเสียรายไดของโรงงานน้ําตาลในแตละปเปนจํานวนมาก 

จากการประมาณการโดยทั่วไป พบวาการสูญเสียในกระบวนการผลิตน้ําตาลทรายที่มีสาเหตุมา
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จากเดกซแทรนนั้นสูงถึง 9.2% ของปริมาณการผลิตทั้งหมด (Tilbury และ French, 1974) ซึ่งเมื่อ

คิดจากปริมาณการสงออกน้ําตาลในป 2547 พบวา มีการสงออกน้ําตาลทรายประมาณ 4.65  

ลานตัน  คิดเปนมูลคา 33,128 ลานบาท (ฝายวิชาการและแผนงาน ศูนยบริหารการผลิต, 2547) 

ในอัตราขางตนจะประมาณไดวา เดกซแทรนจะกอใหเกิดการสูญเสียรายไดถงึ 3,047.77 ลานบาท 

ซึ่งนับไดวาเปนผลเสียตอเศรษฐกิจของประเทศเปนอยางมาก 

 
การแกปญหาเดกซแทรนในอุตสาหกรรมการผลิตน้ําตาลทราย 
 

การแกปญหาที่เกิดขึ้นอันเนื่องมาจากเดกซแทรนในโรงงานอุตสาหกรรมน้ําตาล ทําไดโดย

ปองกันการเกิดหรือกําจัดเดกซแทรนออกไป สําหรับการปองกันการเกิดเดกซแทรนนั้น ทําไดโดย

การยับยั้งการเจริญของจุลินทรียดวยวิธีการทางชีวภาพ ซึ่งสามารถทําไดหลายวิธี เชน การนําออย

ที่ตัดไดเขากระบวนการผลิตทันที เพื่อปองกันการเพิ่มจํานวนของเชื้อ การเก็บออยที่อุณหภูมิต่ํา     

การควบคุมความเปนกรดเบสของน้ําออย การฆาเชื้อโรคโดยการทําใหปลอดเชื้อดวยความรอน 

และการฉายรังสี หรือวิธีการทางเคมี เชน การใชสารเคมี หรือสารชีวฆาต (biocides) ในการฆา

หรือยับยั้งจุลินทรียที่กอใหเกิดเดกซแทรนกอนเขากระบวนการผลิต อยางไรก็ตามวิธีการทาง       

ชีวภาพนั้น สามารถใหผลดีเฉพาะในระดับหองปฏิบัติการเทานั้น แตเมื่อไปใชจริงในโรงงานที่มี

ขนาดใหญก็จะทําไดยาก เนื่องจากปริมาณวัตถุดิบนั้นมีจํานวนมาก และการใชสารเคมีก็อาจทํา

ใหเกิดการตกคางไปสูผูบริโภคได เมื่อการปองกันการเกิดเดกซแทรนทําไดยาก ดังนั้นจึงตองใชวิธี

กําจัดเดกซแทรน โดยการกําจัดเดกซแทรนในน้ําออยสามารถทําไดหลายวิธี เชน การสลาย      

เดกซแทรนดวยกรดรวมกับการใชความรอน (Monson และ Paul, 1991) แตวิธีนี้จะเกิดปฏิกิริยา

ภายใตภาวะที่รุนแรง  การตัดโมเลกุลของเดกซแทรนจะเปนแบบสุม และอาจทําใหเกิดซูโครส    

อินเวอรชันได วิธีตอมาคือ การใชรังสีอัลตราไวโอเลต หรือ คลื่นแสงที่มีความถี่สูงในการกําจัด 

เดกซแทรน (Watson และ Woff, 1955) หรืออาจใชวิธีการทางชีวภาพ เชน อัลตราฟลเทรชัน 

(ultrafiltration) ในการแยกเดกซแทรนออกจากน้ําออย  ซึ่งวิธีการดังกลาวมีตนทุนในการ

ดําเนินงานสูงจึงไมเปนที่นิยม 

 

ภายหลังจึงมีการนําเดกซแทรนเนสมาใชกําจัดเดกซแทรนที่เกิดขึ้น (Fulcher และ 

Inkerman, 1972) ซึ่งวิธีนี้เปนวิธีที่มีประสิทธิภาพมาก สามารถลดปญหาเดกซแทรนได เนื่องจาก

วิธีนี้เปนปฏิกิริยาทางเอนไซมทําใหมีความจําเพาะสูง ปฏิกิริยาที่เกิดไมมีความรุนแรง มีความเปน

พิษต่ํา ไมกอการปนเปอนจากสารเคมี และสามารถใชในปริมาณที่นอยแตไดประสิทธิภาพสูง 

(Imrie และ Tilbury, 1972) เอนไซมนี้จะยอยสลายเดกซแทรน ทําใหเดกซแทรนมีขนาดโมเลกุลส้ัน
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ลง และทําใหสมบัติความเหนียวหนืดลดลง สามารถละลายน้ําไดมากขึ้น (Galvez-Mariscal และ 

Lopez-Munguia, 1991) ทําใหชวยแกปญหาการอุดตันของทอสงน้ําออย ตลอดจนปญหาอื่นๆอัน

เนื่องมาจากเดกซแทรนดังที่กลาวมาแลวขางตนได และไมกอใหเกิดปญหาอื่นๆตามมาในขั้นตอน

ของการผลิตน้ําตาล ซึ่งจะทําใหประสิทธิภาพในการผลิตน้ําตาลและผลผลิตของน้ําตาลที่ไดเพิ่ม

สูงขึ้นดวย 

 
เดกซแทรนเนส (dextranase) 

 

เดกซแทรนเนส  เปนเอนไซมที่มีชื่อเ รียกตามระบบการเรียกเอนไซมวา  α-1,6-

glucanohydrolase, E.C.3.2.1.11 มีความจําเพาะตอการยอยสลายพันธะ α-1,6 ซึ่งเปนพันธะ

หลักที่เชื่อมระหวางหนวยยอยของกลูโคสภายในสายเดกซแทรน เดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่ตอง

อาศัยสารชักนํา (inducible enzyme) ซึ่งก็คือ เดกซแทรน (Das และ Dutta, 1996) ผลของการ

ยอยสลายเดกซแทรนนอกจากจะทําใหเดกซแทรนมีขนาดโมเลกุลส้ันลงแลว ยังมีผลทําใหสมบัติ

ความเหนียวหนืดลดลง สามารถละลายน้ําไดมากข้ึน โดยหากผลิตภัณฑที่ไดมีขนาดโมเลกุลนอย

กวา 8 หนวย แลวเดกซแทรนจะสูญเสียสมบัติความหนืดทั้งหมด (Koening และ Day, 1989) โดย

การทํางานของเดกซแทรนเนสในการสลายพันธะของเดกซแทรนสามารถทําได 2 แบบ (Walker, 

1978) คือ  

 

1. เอกโซเดกซแทรนเนส (exo-dextranase) 

     

เอกโซเดกซแทรนเนส ทํางานโดยการยอยสลายพันธะที่เชื่อมโมเลกุลของกลูโคสจาก

ปลายของสายเดกซแทรนดานใดดานหนึ่ง เปนการตัดทีละโมเลกุลของกลูโคสจากปลายสาย ทาํให

ไดผลิตภัณฑสวนใหญเปนกลูโคส เอกโซเดกซแทรนเนสที่มีรายงานในปจจุบันมี 3 ชนิด โดยแบง

ตามชนิดของผลิตภัณฑที่ไดจากการสลายเดกซแทรน ไดแก 

 

                1.1   กลูโคเดกซแทรนเนส (E.C.3.2.1.70) ใหผลิตภัณฑเปนกลูโคส จุลินทรียที่มี

รายงานวาสามารถสรางเดกซแทรนเนสชนิดนี้  ไดแก  Arthrobacter globiformis สายพันธุ I-42 

(Mizuno และคณะ, 2004),  Arthrobacter globiformis สายพันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 

1999), Streptococcus mitis (Walker และ Pulkownik, 1973), Thermomyces lanuginosus 

(Jensen และ Olsen, 1996)   
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1.2   ไอโซมอลโทเดกซแทรนเนส (E.C.3.2.1.94)  ใหผลิตภัณฑเปนไอโซมอลโทส       

จุลินทรียที่มีรายงานวาสามารถสรางเดกซแทรนเนสชนิดนี้  ไดแก Arthrobacter globiformis      

สายพันธุ T-6 (Hatada และคณะ, 2004), Achromobacter sp. (Madhu และ Prabhu, 1983)   
 
1.3   ไอโซมอลโทไทรโอเดกซแทรนเนส (E.C.3.2.1.95) ใหผลิตภัณฑเปนไอโซมอลโท

ไทรโอส  จุลินทรียที่มีรายงานวาสามารถสรางเดกซแทรนเนสชนิดนี้  ไดแก Brevibacterium 

fascum var. dextranolyticum (Sugiura และคณะ, 1974),  Brevibacterium fascum var. 

dextranolyticum สายพันธุ 0407(Mizuno และคณะ, 1999)   

  

2.  เอนโดเดกซแทรนเนส (endo-dextranase)  

   

เอนโดเดกซแทรนเนส ทํางานโดยการยอยสลายพันธะที่จุดใดจุดหนึ่งภายในของสาย       

เดกซแทรน ทําใหไดผลิตภัณฑเปนพอลิเมอรขนาดตางๆ อาจเปนโอลิโกเมอร (oligomer), ไดเมอร 

(dimer) หรือโมโนเมอร (monomer) ของน้ําตาลกลูโคส ขึ้นอยูกับความหางระหวางจุดที่ตัด            

จุลินทรียที่สรางเอนโดเดกซแทรนเนส ไดแก Arthrobactor sp. สายพันธุ CB-8 (Okushima และ

คณะ, 1991), Streptococcus salivarius สายพันธุ PC-1 (Lawman และ Bleiweis, 1991), 

Streptococcus salivarius สายพันธุ M-33 (Ohnishi และคณะ, 1995),  Penicillium luteum 

สายพันธุ ATCC-9644 (Fukumoto และคณะ, 1971), Penicillium funiculosum  (Sugiura และ

คณะ, 1973), Penicillium lilacinum (Das และ Dutta, 1996), Penicillium notatum 

(Pleszczynska และคณะ, 1997), Penicillium acualeatum (Madhu และ Prabhu, 1984), 

Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 (Garcia และคณะ, 1996), Aspergillus carneus 

(Hiraoka และคณะ, 1972), Chatomium gracile (Hattori และคณะ, 1981), Fusarium sp. 

(Shimizu และคณะ, 1998), Sporothrix schencki (Arnold และคณะ, 1998) 

 

การทํางานของเดกซแทรนเนสในการยอยสลายพันธะของเดกซแทรนจะเปนรูปแบบใดนั้น 

ขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรีย นอกจากนี้ยังพบวามีจุลินทรียบางชนิดสามารถสรางเดกซแทรนเนสได

ทั้ง 2 แบบ คือ Arthrobacter globiformis สายพันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999) ซึ่ง

สามารถสรางเอนโดเดกซแทรนเนสออกมาภายนอกเซลล (extracellular endodextranase) และ

สรางเอกโซเดกซแทรนเนสสะสมไวภายในเซลลได (intracellular exodextranase) 
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มีการคนพบเดกซแทรนเนสจากแหลงตางๆ ทั้งในจุลินทรียและเนื้อเยื่อของสัตวเลี้ยงลูก

ดวยนมบางชนิด แตโดยสวนมากแลวเดกซแทรนเนสที่มีรายงานการคนพบจะเปนเอนไซมจาก     

จุลินทรียกลุมตางๆ ทั้งในรา, ยีสต, แบคทีเรีย และแอคติโนมัยซีส (Preobrazhenskaya และคณะ, 

1974; Beldarrian และคณะ, 2003) ดังตัวอยางที่แสดงในตารางที่ 2.1 
 

ตารางที่ 2.1 จุลินทรียบางชนิดที่สรางเดกซแทรนเนส 
 

จุลินทรีย เอกสารอางอิง 

แบคทีเรีย  

Acetobacter capsulatus Yamamoto และคณะ, 1992 

Achromobacter sp. Sawai และคณะ, 1974 

Arthrobacter sp. Hatada และคณะ, 2004 

Arthrobacter globiformis Iwai และคณะ, 1996 

Bacillus sp. Zevenhuizen, 1968; Khalikova และคณะ, 2003 

Bacillus circulan Okami และคณะ, 1980 

Bacteroides sp. Staat และคณะ, 1973 

Bacteroides ochraceus Schachtele และคณะ, 1975 

Bacteroides oralis Takahashi, 1982 

Brevibacterium sp. Yamaguchi และ Gocho, 1973 

Capnocytophaga ochracea Igarashi และคณะ, 1998 

Capnocytophaga sputigena Igarashi และคณะ, 1998 

Cellovibrio mixtus Wynter, 1996 

Cytophaga johnsonii Foxgarty และคณะ, 1984 

Flavobacterium sp. Kobayashi และคณะ, 1983 

Lactobacillus sp. Staat และคณะ, 1973 

Paenibacillus illinoisensis Khalikova และ Usanov, 2002 

Pseudomonas sp. Covacevich และ Richards, 1978 

Streptococcus downei Igarashi และคณะ, 2001 

Streptococcus mitis Staat และ Schachtele, 1974 

Streptococcus mutans Igarashi และคณะ, 2001 

Streptococcus salivarius Ohnishi และคณะ, 1995 
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 Streptococcus sobrinus Igarashi และคณะ, 2001 

Streptococcus suis Serhir และคณะ, 1997 

Thermoanaerobacter sp. Wynter และคณะ, 1997 

แอคติโนมัยซสี  

Actinomyces israelrii Staat และ Schachtele, 1974 

Streptomycea cinamonensis Hattori และ Ishibashi, 1981 

ยีสต  

Lipomyces stakeyi Webb และ Spencer-Martins, 1983 

รา  

Aspergillus carneus Hirsoka และคณะ, 1972 

Aspergillus luchvasis Hattori และ Ishibashi, 1981 

Aspergillus fumigatus Hattori และ Ishibashi, 1981 

Chaetomium gracile Mizuno และคณะ, 1999 

Fusarium sp. Shimizu และคณะ, 1998 

Fusarium moniliforme Simonson และคณะ, 1975 

Gibberella fujikuroi Hattori และ Ishibashi, 1981 

Hamicola grisea Hattori และ Ishibashi, 1981 

Penicillium acualeatum Madhu และ Prabhu, 1984 

Penicillium funiculosum Chaiet และคณะ, 1970; Kosaric และคณะ, 1973 

Penicillium lilacinum Walker และ Dewar, 1975 

Penicillium luteum Fukumoto และคณะ, 1971 

Penicillium minioluteum Roca และคณะ, 1996 

Penicillium notatum Pleszczynska และคณะ, 1997 

Penicillium purpurogenum Minakova และ Preobrazhenskaia, 1997 

Penicillium roguefortii Hattori และ Ishibashi, 1952 

Penicillium verriculosum Wheatly และ Moo-Young, 1977 

Penicillium sp. Strain 61 เอก แสงวิเชียร, 2531 

Penicillium sp. SMCU 3-14 สุวรรณา นพพรพันธุ, 2538 

Sporothrix schencki Arnold และคณะ, 1998 

Verticillium sp. Tsuchiya และคณะ, 1952 
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เดกซแทรนเนสที่สรางจากแบคทีเรีย สวนมากจะมีปฏิกิริยาการยอยสลายเดกซแทรนแบบ

เอกโซเดกซแทรนเนส สายเดกซแทรนที่ถูกยอยจะใหผลิตภัณฑสวนใหญเปนกลูโคส (Forgaty และ

Kelly, 1984) ในขณะที่เดกซแทรนเนสที่สรางจากราจะมีการยอยสลายเดกซแทรนแบบเอนโดเดกซ

แทรนเนส (Khalikova และคณะ, 2005) สายเดกซแทรนที่ถูกยอยจะใหผลิตภัณฑอยูในรูปของโอลิ

โกเมอร, ไดเมอร หรือโมโนเมอรของน้ําตาลกลูโคส ซึ่งสวนมากจะอยูในรูปของน้ําตาลไอโซ

มอลโทส และไอโซมอลโทไทรโอส (Tsuru และคณะ, 1971) 

 

เดกซแทรนเนสที่สรางจากแบคทีเรีย รา และยีสต สามารถจัดจําแนกอยูในสองกลุม คือ 

Glycosyl hydrolase family 49 และ Glycosyl hydrolase family 66 ซึ่ง Glycosyl hydrolase 

family เปนการจัดกลุมของเอนไซมที่มีความจําเพาะตอการยอยสลายพันธะไกลโคซิดิกที่เชื่อม

ระหวางโมเลกุลของคารโบไฮเดรตกับคารโบไฮเดรต หรือระหวางคารโบไฮเดรตที่เชื่อมตอกับ

โมเลกุลชนิดอื่น โดยใชหลักการความเหมือนของลําดับกรดอะมิโน ซึ่ง Glycosyl hydrolase family 

66 จะเปนเดกซแทรนเนสจากแบคทีเรีย โดยเฉพาะแบคทีเรียในกลุม Streptococcus spp. 

ในขณะที่ Glycosyl hydrolase family 49 จะเปนเดกซแทรนเนสจากรา เชน Penicillium spp. 

และเดกซแทรนเนสจากยีสต Lipomyces starkeyi  รวมทั้งเดกซแทรนเนสจากแบคทีเรียบางกลุม 

เชน Arthrobactor spp. และ Brevibacterium spp. โดย Glycosyl hydrolase family 49 และ 66 

เปนกลุมของเอนไซมเดกซแทรนเนสที่มคีวามจําเพาะตอการยอยสลายพันธะแอลฟา-1,6-ไกลโคซิ

ดิก ที่เชื่อมระหวางหนวยยอยของน้ําตาลกลูโคสภายในสายเดกซแทรน (Li และคณะ, 2006) 

 

จากการจัดเรียงเทียบลําดับกรดอะมิโนโดย Aoki และ Sakano (1997) พบวาเอนไซมใน

กลุมของเดกซแทรนเนสมีความเหมือนกับไอโซพูลลูแลนเนสในระดับหนึ่ง โดยการวิเคราะหลําดับ

แบบ multiple alignment ดวยโปรแกรม PileUp ในชุดซอฟทแวรสําเร็จ GCG  Aoki และ Sakano 

พบบริเวณอนุรักษทั้งสิ้น 7 บริเวณ (บริเวณ I-VII) ซึ่งคาดวาบริเวณอนุรักษดังกลาวนาจะมี

ความสําคัญตอโครงสรางและการทํางานของเอนไซมเหลานี้  

 

ดังกลาวแลววาราเปนแหลงสําคัญที่สุดของการผลิตเอนไซมในเชิงพาณิชย (Sidebotham, 

1974; Beldarrain และคณะ, 2003) เนื่องจากราสามารถสรางเดกซแทรนเนสไดมากที่สุด เมื่อ

เทียบกับจุลินทรียกลุมอ่ืนๆ (Sun และคณะ, 1988) นอกจากนี้เดกซแทรนเนสที่สรางจากราจะทน

ตออุณหภูมิสูงไดดีกวาเดกซแทรนเนสที่สรางจากแบคทีเรีย ดังนั้นจึงมีสมบัติเหมาะสําหรับนํามา

ประยุกตใชในอุตสาหกรรมน้ําตาลมากกวาเดกซแทรนเนสที่สรางจากแบคทีเรีย (Garcia และ 

คณะ, 1996) โดยที่ผานมามีรายงานการวิจัยเกี่ยวกับการผลิตเดกซแทรนเนสและการปรับปรุง



 18 

ผลผลิตจากเดกซแทรนเนสจากรามากมาย (Fukumoto และ  คณะ,1971; Tsuru และคณะ,1971; 

Shukla และคณะ, 1989; El Masry,1991; Pleszczynska และคณะ,1997; Abdel-Naby และ

คณะ,1999) อยางไรก็ตาม งานวิจัยในระดับโมเลกุลของยีนเดกซแทรนเนสจากรายังมีนอยมาก

เมื่อเทียบกับยีนเดกซแทรนเนสจากแบคทีเรีย ซึ่งขอมูลที่ไดจากการศึกษายีนเดกซแทรนเนสใน 

ระดับโมเลกุลสามารถนํามาใชเปนขอมูลเพื่อการปรับปรุงสายพันธุของจุลินทรียดวยวิธีการทาง

พันธุวิศวกรรมไดตอไป นอกจากนี้ขอมูลที่ไดสามารถนํามาใชในการวิเคราะหโครงสรางและการ

ทํางานของเอนไซมได สําหรับงานวิจัยที่ศึกษาและโคลนยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสจากจุลิน 

ทรียในกลุมราและยีสตมีดังนี้ 

 

Garcia และคณะ (1996) โคลน cDNA ที่ประมวลรหัสเดกซแทรนเนสของ Penicillium 

minioluteum สายพันธุ HI-4 (clone pUDEX) แลววิเคราะหการแสดงออกในเซลลเจาบาน E.coli 

พบวา cDNA ประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดยาว 2,109 คูเบส (หมายเลขเขาถึงของ GenBank 

เลขที่ L41562) ถอดรหัสไดโปรตีนที่มีกรดอะมิโน 608 หมู ที่มีขนาด 67 กิโลดาลตัน และที่บริเวณ 

N-terminal พบ signal peptide ที่ประกอบดวยกรดอะมิโนยาว 20 หมู  

 

Roca และคณะ (1996) ไดใช cDNA จากงานวิจัยของ Garcia และคณะ เปนโพรบ

สําหรับคนหาชิ้นสวนของยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสบนโครโมโซมของPenicillium 

minioluteum สายพันธุ HI-4 ดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน และพบวา โคลนที่ไดมีชิ้นดีเอ็นเอขนาด

ประมาณ 3,629 คูเบส เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนประมวล

รหัสเดกซแทรนเนสไมมีอินทรอน พบโปรโมเตอร ซึ่งประกอบดวย CAAT Box ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอ

ไทดเปน CCAAT และ TATA Box ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทดเปน TATAAA กรอบอานรหัสเปดของ

ยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสมีขนาด 1,824 คูเบส ในกรอบอานรหัสเปดมีโคดอนเริ่มตน              

(start codon) ที่เปนไปได 4 ตําแหนง ซึ่งแตละตําแหนงประมวลรหัสใหโปรตีนเดียวกัน แตตางกัน

ที่ความยาวของปลายดานอะมิโนเทานั้น เมื่อถอดรหัสจากโคดอนเริ่มตน ATG ตําแหนงที่ 1 จะได

โปรตีนที่มีกรดอะมิโน 608 หมู ที่มีน้ําหนักโลเลกุลประมาณ 66 กิโลดาลตัน โดยที่บริเวณ           

N-terminal  พบ signal peptide ที่ประกอบดวยกรดอะมิโนยาว 20 หมู และพบ PolyA signal ซึ่ง

มีลําดับนิวคลีโอไทดเปน AATAAG 

 

Kang และคณะ (2005) ไดโคลน cDNA ที่ประมวลรหัสเดกซแทรนเนสของยีสต 

Lipomyces starkeyi (lsd1) เขาสูเซลลเจาบาน E.coli  โดยใช pGEM-T easy plasmid เปนดีเอ็น

เอพาหะ และพบวา ลําดับนิวคลีโอไทดของ cDNA ท่ีประมวลรหัสเดกซแทรนเนสประกอบดวย
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ลําดับนิวคลีโอไทดยาว 2,052 คูเบส (หมายเลขเขาถึงของ GenBank เลขที่ AY520537) ที่ไมมี  

อินทรอน โดยพบกรอบอานรหัสเปดขนาด 1,824 คูเบส ที่มี PolyA tail 27 คูเบส ถอดรหัสได

โปรตีนที่มีกรดอะมิโนยาว 608 หมู มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 67.6 กิโลดาลตัน บริเวณ            

N-terminal พบ signal peptide ที่ประกอบดวยกรดอะมิโนยาว 32 หมู เมื่อเปรียบเทียบลําดับ

กรดอะมิโนของเดกซแทรนเนสของยีสต Lipomyces starkeyi กับลําดับกรดอะมิโนของเดกซแทรน

เนสของ Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 (Garcia และคณะ, 1996) โดยใชโปรแกรม 

Clustal W พบวามีความเหมือนกัน 77% 

 

Li และคณะ (2006) ไดโคลนจีโนมิกดีเอ็นเอของยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสของ 

Penicillium minioluteum สายพันธุ IMI068219 (Dex1) โดยการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส

โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบจากการหาบริเวณอนุรักษของยีนเดกซแทรนเนสของ Penicillium sp. ที่

มีรายงานในฐานขอมูล GenBank และจากนั้นไดหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนประมวลรหัสเดกซ

แทรนเนส พบวากรอบอานรหัสเปดมีลําดับนิวคลีโอไทดขนาด 1,818 คูเบส (หมายเลขเขาถึงของ 

GenBank เลขที่ DQ394070) ถอดรหัสไดโปรตีนที่มีกรดอะมโินยาว 606 หมู ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบ

ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดกับลําดับนิวคลีโอไทดของเดกซแทรนเนสของ Penicillium minioluteum 

สายพันธุ HI-4 จากงานวิจัยของ Garcia และคณะ (1996) พบวา ยีนเดกซแทรนเนสมี 2 โคดอน 

คือ His34 และ Met35 ถูกขจัดออกไป (delete) นอกจากนั้นยังพบวามีกรดอะมิโน 72 หมู ที่มีการ

เปลี่ยนแปลงตางจากเดกซแทรนเนสของ Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 แตอยางไรก็

ตามความแตกตางนี้ไมมีผลตอแอคติวิตีของเอนไซม เนื่องจากกรดอะมิโนที่เปลี่ยนไปไมไดอยูใน

บริเวณอนุรักษของเดกซแทรนเนส  

 

นอกจากนี้ยังมียีนเดกซแทรนเนสของราที่มีรายงานไวในฐานขอมูล GenBank จาก

งานวิจัยที่ไมไดตีพิมพเผยแพร ดังนี้ 

 

ยีนเดกซแทรนเนสของ Penicillium funiculosum (DexA) ซึ่งมีกรอบอานรหัสเปดขนาด 

1,851 คูเบส (หมายเลขเขาถึงของ EMBL เลขที่ AJ272066) ถอดรหัสไดโปรตีนที่มีกรดอะมิโนยาว

616 หมู ที่มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 66 กิโลดาลตัน เมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโน           

ของเดกซแทรนเนสของ Penicillium funiculosum กับลําดับกรดอะมิโนของเดกซแทรนเนสของ 

Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 (Garcia และคณะ, 1996) โดยใชโปรแกรม Clustal W 

พบวามีความเหมือนกัน 97% 
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ยีนเดกซแทรนเนสไอโซฟอรมของ Penicillium minioluteum (Dex2) ซึ่งมีกรอบอานรหัส

เปดขนาด 1,815 คูเบส (หมายเลขเขาถึงของ GenBank เลขที่ AF020619) ถอดรหัสไดโปรตีนที่มี

กรดอะมิโนยาว 604 หมู ที่มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 66 กิโลดาลตัน เมื่อเปรียบเทียบลําดับกรด       

อะมิโนของเดกซแทรนเนสของ Penicillium minioluteum กับลําดับกรดอะมิโนของเดกซแทรน

เนสของ Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 (Garcia และคณะ, 1996) โดยใชโปรแกรม 

Clustal W พบวามีความเหมือนกัน 89% 

 

สําหรับการศึกษาวิจัยเดกซแทรนเนสในประเทศไทยนั้น ไดมีการศึกษาที่ภาควิชา            

จุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดย เอก แสงวิเชียร (2531) ไดเก็บ

ตัวอยางดินจากแหลงตางๆในประเทศไทย เพื่อคัดเลือกหาราที่สามารถสรางเดกซแทรนเนสได  

จากตัวอยางทั้งหมดพบวา รา Penicillium sp. สายพันธุ 61 สามารถผลิตเดกซแทรนเนสได            

42 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลี้ยงในสูตรอาหารของ Fukumoto ที่ผานการปรับปรุง ภายใตการบม

เขยาที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 6 วัน จากนั้นมีการพัฒนาตอมาเพื่อใหเชื้อสามารถสรางเอนไซมได

มากขึ้น จากรายงานของสุวรรณา นพพรพันธุ (2538) ซึ่งไดกลายพันธุรานี้ดวยแสงอัลตราไวโอเลต

และกลายพันธุตอดวยสารเคมี เ อ็นเมทิล เอ็นไนโตรโซกวานิดีน  (N-methyl-N’-nitro-N-

nitrosoguanidine หรือ NTG) ทําใหไดรา Penicillium sp. SMCU 3-14 ซึ่งเปนสายพันธุกลายที่

สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดสูงถึง 330.17 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งคิดเปน 3.81 เทาของสายพันธุ

ตั้งตน ตอมาไดมีการปรับปรุงสูตรอาหารที่มีการเติมกากน้ําตาลลงไป ทําใหสามารถสราง       

เดกซแทรนเนสไดสูงถึงประมาณ 600 หนวยตอมิลลิลิตร (ศิโรจน ศรีสรากรณ, 2547)  และ

สามารถทํางานไดดีที่อุณหภูมิ 55Oซ ความเปนกรดเบส 4.5-5.0 ความเขมขนของบัฟเฟอร 

0.0225-0.0675 โมลาร นอกจากนี้เอนไซมยังมีความเสถียรที่อุณหภูมิ 40-50Oซ ความเปนกรดเบส 

3.5-8.0 ความเขมขนของบัฟเฟอร 0.0095-0.475 โมลาร จากสมบัติเหลานี้พบวา เดกซแทรน     

เนสจาก Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 มีความเหมาะสมกับการนําไปประยุกตใชในการ

แกปญหาเดกซแทรนในโรงงานน้ําตาลซึ่งมีอุณหภูมิสูง การทํางานและความเสถียรของเอนไซม

ในชวงที่เปนกรดก็เหมาะสมกับการนําไปใชในน้ําออยที่มีการปนเปอนดวยแบคทีเรีย ซึ่งจะมีการ

เจริญและปลดปลอยกรดอินทรียจากกระบวนการเมแทบอลิซึมออกมา  

 

อยางไรก็ตาม การนําโปรตีนจากราไปใชในอุตสาหกรรมเกี่ยวกับอาหารโดยตรงอาจไม

เปนที่ยอมรับ เนื่องจากราบางชนิดสามารถผลิตสารมัธยันตรที่เปนพิษและราบางชนิดก็ผลิตยา

ปฏิชีวนะได จึงอาจไมเปนที่ยอมรับสําหรับผูบริโภค (Kang,  2005) ดังนั้นจึงอาจแกปญหาโดย  

การนํายีนจากรา Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 ไปแสดงออกในยีสตและแบคทีเรีย ซึ่ง
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จําเปนตองทราบขอมูลทางพันธุศาสตรของราสายพันธุดังกลาว  เชน ลําดับนิวคลีโอไทดจีโนมิก   

ดีเอ็นเอและ cDNA ซึ่งประมวลรหัสเดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 

กอน   

 
การคนหายีนที่ตองการโดยปฏกิิริยาลกูโซพอลิเมอเรสดวยชุด BD GenomeWalkerTM 

Universal Kit (BD BioScience, USA)  
 

เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมสําหรับใชคนหายีนที่ตองการมีหลายวิธี เชน เทคนิคไฮบริไดเซ

ชัน (hybridization), ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) และการ

โคลนแบบ shot-gun อยางไรก็ตาม ไดมีการพัฒนานําชุด BD GenomeWalkerTM Universal Kit 

(BD BioScience, USA) มาประยุกตใช ซึ่งไดรับการออกแบบมาเพื่ออํานวยความสะดวกและ

รวดเร็วในการคนหายีนที่ตองการ โดยชุด BD GenomeWalkerTM Universal Kit (BD BioScience, 

USA) ใชหลักการของ DNA walking ในการคนหาลําดับนิวคลีโอไทดทั้งที่อยูถัดขึ้นไป (upstream) 

และถัดลงมา (downstream) จากบริเวณที่ทราบลําดับนิวคลีโอไทดแลวของยีนที่ตองการศึกษา 

โดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่ตองการศึกษาบริเวณที่ทราบแลวนี้ ออกแบบโอลิโกนิวคลี

โอไทดไพรเมอรที่มีความจําเพาะกับยีนที่ตองการสําหรับทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบ 

Nested PCR โดยออกแบบ outer gene-specific primer1 (GSP1) และ nested gene-specific 

primer2 (GSP2) ซึ่งจะนํามาใชรวมกับ outer adaptor primer1 (AP1) และ nested adaptor 

primer2 (AP2) จากชุด BD GenomeWalkerTM Universal Kit (BD BioScience, USA) โดยมี

ข้ันตอนดังแสดงในรูปที่ 2.3 ซึ่งเริ่มจากการนําโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากตัวอยางที่ตองการศึกษา

ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม 4 ชนิด ไดแก DraI, EcoRV, PvuII และ StuI ซึ่งจะใหชิ้นดีเอ็นเอที่มี

ปลายทู (blunt end) จากนั้นไลเกตชิ้นดีเอ็นเอเขากับ BD GenomeWalker Adaptor โดย

โครงสรางของอะแด็ปเตอรแสดงในรูปที่ 2.4 จากนั้นเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีนที่ตองการดวย

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 1 ดวยไพรเมอรที่อยูดานนอก ซึ่งไดแก outer adaptor primer1 

(AP1) รวมกับ outer gene-specific primer1 (GSP1) หลังจากดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส

คร้ังที่ 1 แลวนําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดเปนแมแบบสําหรับทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 2 เพื่อ

เพิ่มปริมาณชิ้นสวนของผลิตภัณฑ PCR ครั้งที่ 1 ใหมีความจําเพาะมากขึ้น โดยใชเทคนิคการทํา

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบ Nested PCR ดวยไพรเมอรที่อยูดานใน ซึ่งไดแก nested adaptor 

primer2 (AP2) รวมกับ nested gene-specific primer2 (GSP2) โดยท้ัง AP1 และ AP2 เปน

ลําดับที่อยูบนอะแด็ปเตอรที่ตอเขากับช้ินดีเอ็นเอ  ดังแสดงในรูปที่  2.4 หลังจากดําเนิน       

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 2 แลวจะไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดซึ่งอยูทั้งดาน 
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upstream และ downstream ของบริเวณที่ทราบลําดับนิวคลีโอไทดแลวดังกลาว ซึ่งผลิตภัณฑ 

PCR ของยีนนี้สามารถนําไปโคลนและหาลําดับนิวคลีโอไทดไดตอไป 

 

 

 

 
 

 

 
รูปที่ 2.3 ขั้นตอนการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอของยีนที่ตองการดวยชุด BD 
GenomeWalkerTM Universal Kit (BD BioScience, USA) 
AP1 และ AP2 คือ outer adaptor primer1 และ nested adaptor primer2 ตามลําดับ 

GSP1 และ GSP2 คือ outer gene-specific primer1 และ nested gene-specific primer1 

ตามลําดับ (ปรับปรุงจากคูมือประกอบของชุด BD GenomeWalkerTM Universal Kit) 

ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดสามารถนําไปโคลนและหาลําดับนิวคลีโอไทดไดตอไป 

จีโนมิกดีเอ็นเอ 

•  ตัดจีโนมิกดีเอ็นเอดวยเรสทริกชันเอนไซมแตละชนิด 
   •  ไลเกตเขากับ GenomeWalker Adaptor 

ชิ้นจีโนมิกดีเอ็นเอ 

PCR ครั้งที่ 1 

PCR ครั้งที่ 2  (Nested PCR) 

เพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีนที่ตองการดวย

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชชิ้นจีโนมิก

ดีเอ็นเอที่ถูกตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมแตละ

ชนิดเปนแมแบบ 
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รูปที่ 2.4  โครงสรางของ BD GenomeWalkerTM Adaptor และ adaptor primers (AP1 และ 
AP2) รวมทั้งตําแหนงของเรสทริกชันเอนไซมบนอะแด็ปเตอร อะแด็ปเตอรจะถูกไลเกตเขาที่

ปลายทั้งสองขางของชิ้นจีโนมิกดีเอ็นเอที่ถูกตัดไวแลว หมูเอมีน (H2N) ที่อยูบนเสนลางของอะแด็ป

เตอรจะปองกันการสรางตอที่ปลาย 3′ ของอะแด็ปเตอร เพื่อปองกันการเกิด AP1 binding site ที่

ปลาย 3′ ของอะแด็ปเตอรบนชิ้นจีโนมิกดีเอ็นเอ (จากคูมือประกอบของชุด BD GenomeWalkerTM 

Universal Kit) 
 

งานวิจัยมากมายไดนําชุด BD GenomeWalkerTM Universal Kit (BD BioScience, USA)  

มาใชเพื่อคนหาลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูถัดจากบริเวณที่ทราบลําดับนิวคลีโอไทดแลว เพื่อใหได

ลําดับนิวคลีโอไทดที่สมบูรณ เชน การโคลนและการหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน malate 

synthase ของ Streptomyces clavuligerus สายพันธุ NRRL 3585 (Chan และ Sim, 1998), 

การโคลนและการหาลําดับนิวคลีโอไทดของโปรโมเตอรของยีนถั่ว (Chawla และ DeMason, 

2003) และการโคลนและการหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน orotidine-5′-monophosphate 

decarboxylase (OMPD) ของ Myrothecium gramineum (Maeseneire และคณะ, 2006)   
 
ดังนั้นงานวิจัยนี้จะโคลนและหาลําดับนิวคลีโอไทดจีโนมิกดีเอ็นเอซึ่งประมวลรหัส       

เดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 โดยใชชุด BD GenomeWalkerTM 

Universal Kit (BD BioScience, USA) ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจะเปนขอมูลทางพันธุศาสตร

ของสายพันธุดังกลาว เพื่อนําไปเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกตางกับเดกซแทรนเนสยีน

ที่มีรายงานแลว ขอมูลเหลานี้จะเปนขอมูลพื้นฐานในการสราง cDNA เพื่อเพิ่มปริมาณการผลิต

เดกซแทรนเนสโดยการแสดงออกเกินในยีสตและแบคทีเรียตอไปในอนาคต 
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การพสิูจนเอกลักษณของรา Penicillium sp. สายพนัธุ SMCU 3-14 
 

การพิสูจนเอกลักษณของรามีหลายวิธี เชน การศึกษาลักษณะทางกายภาพและทาง

สรีรวิทยาของรา (morphological and physiological identification) และการใชเทคนิคทาง

โมเลกุล (molecular identification) อยางไรก็ตาม การพิสูจนเอกลักษณของราโดยการศึกษา

ลักษณะทางกายภาพและทางสรีรวิทยานั้น เปนวิธีที่ใชเวลานาน และราอาจมีลักษณะทาง

กายภาพและทางสรีรวิทยาเปลี่ยนแปลงอยางมีนัยสําคัญตามสิ่งแวดลอมที่เปลี่ยนไป ปจจุบันจึง

นิยมใชเทคนิคทางโมเลกุล (molecular technique) ในการพิสูจนเอกลักษณของรา เนื่องจากเปน

วิธีที่สะดวกและรวดเร็ว ผลการทดลองไมข้ึนอยูกับปจจัยภายนอก เปนวิธีที่มีความไวสูง และใหผล

การวิเคราะหท่ีนาเชื่อถือ นอกจากนี้ยังสามารถพิสูจนเอกลักษณไดถึงระดับสกุล (genus) และ

ชนิด (species) ของราดวย (Guerche และคณะ, 2004; Gutzmer และคณะ, 2004) 

 

เทคนิคทางโมเลกุลที่นิยมใชในปจจุบันเพื่อพิสูจนเอกลักษณของรานั้น คือ การหาลําดับ  

นิวคลีโอไทดบริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (rDNA) โดยการ

ทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) เนื่องจากบริเวณ ITS จะ

ประกอบดวย บริเวณที่ไมประมวลรหัส (non-coding regions) 2 บริเวณ ไดแก ITS1 และ ITS2 ซึ่ง

บริเวณดังกลาวจะมีความแปรผันระหวางราตางชนิดกัน (interspecific variation) สูงมาก ในขณะ

ที่มีความแปรผันภายในราชนิดเดียวกัน (intraspecific variation) นอยมาก ดวยลักษณะนี้เอง 

บริเวณ ITS จึงสามารถใชพิสูจนเอกลักษณของราในระดับชนิดได บริเวณ ITS ที่นิยมใชเพื่อพิสูจน

เอกลักษณของรา คือ บริเวณของ ITS1-5.8S-ITS2 ดังแสดงในรูปที่ 2.5 โดยบริเวณไรโบโซมอล    

ดีเอ็นเอเหลานี้เปนบริเวณที่มีความอนุรักษ โดยเฉพาะบริเวณ 5.8S rDNA นั้นจะมีความอนุรักษสงู

ในราแตละสกุล บริเวณนี้จึงสามารถใชพิสูจนเอกลักษณของราในระดับสกุลได และพบวาใน

ปจจุบันไดมีรายงานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอในฐานขอมูล 

GenBank แลวเปนจํานวนมาก นอกจากนี้บริเวณ ITS ในจีโนมิกดีเอ็นเอของรา มักจะมีขนาด

ระหวาง 600-800 คูเบส ทําใหสามารถเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอบริเวณดังกลาวไดงาย โดยการ

ใช universal primers เชน ไพรเมอร ITS1 และ ITS4 ที่มีความจําเพาะตอดีเอ็นเอบริเวณไรโบโซ

มอลดีเอ็นเอ ในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยตําแหนงจับเกาะของไพรเมอรแสดงในรูปที่ 

2.5 และยีนไรโบโซมอลดีเอ็นเอนั้น จะมีจํานวนชุดของยีนสูง (high copy number) เปนผลใหงาย

ตอการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอ เนื่องจากสามารถใชดีเอ็นเอ

ตัวอยางในปริมาณนอยหรือเจือจางไดในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Gardes และ Bruns, 
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1993; Jasalavich และคณะ, 2000; Horton และ Bruns, 2001; Iwen และคณะ, 2002; Martin 

และ Rygiewicz, 2005; Stenstrom และ Ihrmark, 2005; Petti, 2007) 

 

งานวิจัยมากมายไดพิสูจนเอกลักษณของรา Penicillium ดวยการหาลําดับนิวคลีโอไทด

บริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอ โดยการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เชน การพิสูจน

เอกลักษณของ Penicillium ชนิดตางๆ ที่แยกไดจากตัวอยางอาหาร โดยการหาลําดับนิวคลีโอไทด

บริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (Pedersen  และคณะ, 1997) และการพิสูจนเอกลักษณของ 

Penicillium ชนิดตางๆ ที่แยกไดจากผลองุน โดยการหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของไรโบโซ

มอลดีเอ็นเอ (Guerche และคณะ, 2004) เปนตน 

 

ดังนั้นเพื่อพิสูจนเอกลักษณของรา Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 งานวิจัยนี้จึง

หาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของไรโบโซมอลดีเอ็นเอของรานี้ เปรียบเทียบกับขอมูลที่มีใน

ฐานขอมูล  

 

 

 
 
รูปที่ 2.5 แผนที่แสดงการเรียงตัวของบริเวณ ITS และแสดงตําแหนงของ universal ITS 
ไพรเมอร (ITS1 และ ITS4) (Gutzmer และคณะ, 2004) 

 ITS1 

ITS4 



บทที่  3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินการทดลอง 
 

3.1  อุปกรณที่ใชในงานวจิัย 
 

1.  เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) ของบริษัท Kakusan, Japan 

2.  ตูอบฆาเชือ้ (hot air oven) ของบริษัท Memmert, Germany 

3.  อางน้ําควบคุมอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) ของบริษัท Memmert,                

     Germany 

4.  เครื่องชัง่  รุน AG285 PG2002-S และ PB3002 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

5.  เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA 

6.  ตูบมเชื้อ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany 

7.  เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge)  รุน 200H ของบริษัท Hattich      

     Zentrifugen, Germany 

8.  เครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge)  รุน 1920 ของบริษัท 

Kubota, Japan 

          -  หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดเล็ก รุน RA50J 

          -  หัวปนเหวี่ยง (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  ของบริษัท Mettler-Toledo, Switzerland 

12. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –70Oซ ของบริษทั Forma Scientific, USA 

13. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –20Oซ ของบริษทั Sanyo Electric, Japan 

14. ชุดเครื่องมือทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) 

 - Mini gel electrophoresis system ของบริษัท Mupid-2 Advance, Japan   

 - Mini Sub-cell GT agarose gel electrophoresis systems ของบริษัท Bio-Rad,   

   USA 

15. ไมโครปเปตต (micropipette) รุน P10 P100 P200 P1000 และ P5000 ของบริษัท Nichiryo,   

      Japan 
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16. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน MylabTH           

      Thermo- block SLTDB-120 ของบริษัท Seoulin Bioscience, Korea    

17. ชุดกรองสาํเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซิเตต ขนาดความกวางรู 0.45 ไมโครเมตร รุน DISMIC- 

      25SC ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan 

18. กระบอกฉดียาพลาสติก ขนาด 5 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 

19. หลอดเก็บเชื้อแชแข็ง (cryotube) ชองบริษัท Nalgene, USA 

20. กระดาษกรอง (filter paper) ของบริษัท Advantec, Japan 

21. เครื่องเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, USA 

22. อุปกรณสําหรับถายภาพ 

 - Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One เวอรชั่น 4.4.1 ของบริษทั  

                     Bio-Rad, USA     

23. เครื่อง hybridization oven ของบริษัท Thermo electron, USA  

 
3.2  เคมีภัณฑและชุดทดสอบสําเร็จ 
 
1.   ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

2.   ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 

3.   อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท Bio-Rad, USA 

4.   โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท E Merck, Germany 

5.   แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2 • 2H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France 

6.   โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษทั E Merck, Germany 

7.   กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland 

8.   กรดอะซีตกิเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษทั E Merck, Germany 

9.   กลีเซอรอล ของบริษัท Carlo ERBA, France 

10. สารละลายฟนอลอิ่มตัว (Equilibrated phenol, ultrapure) ของบริษัท USB, USA 

11. น้าํตาลซูโครส (sucrose) ของบริษัท E Merck, Germany 

12. สีบรอมฟนอลบลู (bromphenolblue) ของบริษัท Fluka, Germany 

13. 2-โพรพานอล ของบริษทั E Merck, Germany 

14. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Sigma,      

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

      USA 

16. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan 

17. สารปฏิชีวนะแอมพซิิลลิน (ampicillin) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan 

18. เรสทริกชนัเอนไซม EcoRI, BamHI และ HindIII ของบริษัท BioLabs, USA 

19. เรสทริกชนัเอนไซม PstI,  SalI และ XhoI ของบริษัท Fermentas,  USA 

20. เรสทริกชนัเอนไซม KpnI และ XbaI ของบริษัท Promega,  USA 

21. 1 kb DNA ladder ของบริษัท BioExcellence, Thailand 

22. 100 bp DNA ladder ของบริษัท BioExcellence, Thailand 

23. Taq DNA polymerase ของบริษัท BioLabs, USA 

24. Taq DNA polymerase ของบริษัท BioExcellence, Thailand 

25. Pfu DNA polymerase ของบริษัท Fermentas,  USA 

26. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษัท SibsEnzyme, Russia 

27. เอนไซม T4-ดีเอ็นเอไลเกส (T4 DNA ligase) ของบริษัท BioLabs, USA 

28. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA 

29. X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ของบริษัท Fermentas,  USA 

30. IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) ของบริษทั Promega,  USA 

31. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit ของบริษัท Qiagen, Germany 

32. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit ของบริษัท Qiagen,    

      Germany 

33. ชุด BD GenomeWalkerTM Universal Kit  ของบริษทั BD Biosciences, USA 

34. ชุด QIAGEN PCR Cloning Kit ของบริษัท Qiagen, Germany 

35. ชุด GeneJETTM PCR Cloning Kit ของบริษัท Fermentas,  USA 

36. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอน็เอ DIG High Prime DNA Labeling and Detection 

Starter Kit I ของบริษัท Roche, Germany 

 

หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (analytical grade) 
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3.3  จุลนิทรยีที่ใชในงานวิจัย  
 

3.3.1 รา 

                 

                รา Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 เปนเชื้อสายพันธุกลายที่สรางไวโดย 

สุวรรณา นพพรพันธุ (2538) จากรา Penicillium sp. สายพันธุ 61 ที่คัดแยกโดย เอก แสงวิเชียร 

(2531) ซึ่งมีความสามารถในการผลิตเดกซแทรนเนส 

 

3.3.2  แบคทีเรีย 

                     

                 แบคทีเรียที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที่ 3.1 

 
ตารางที่ 3.1  แบคทีเรีย 
 

แบคทีเรีย จีโนไทป/ ฟโนไทป เอกสารอางอิง 

E. coli สายพนัธุ DH5α φ80dlacZΔM15, endA1, recA1, 

gyrA96, thi-1, hsdR17, relA1, 

supE44, deoR, Δ(lacZYA-

argF)U169 

Hanahan, 1983 

 

3.4   พลาสมดิและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร   
 

         พลาสมดิและโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที่ 3.2 และ 3.3 

ตามลําดับ 
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ตารางที่ 3.2  พลาสมิด 
 

 

  

พลาสมิด จีโนไทป/ ฟโนไทป เอกสารอางอิง 

pDrive Cloning 

Vector 

Apr,  Kmr,  ∝lac/MCS บริษัท Qiagen,  Germany 

pJET1/blunt 

Cloning Vector 

Apr,  eco47IR,  PlacUV5 บริษัท Fermentas,  USA 

pPT-1 Apr, มีชิ้นสวนดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สาย

พันธุ SMCU3-14 จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

โดยใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร Dex2F และ 

Dex2R ขนาดประมาณ 600 bp ในพลาสมิด 

pDrive Cloning Vector 

สรางในการทดลองนี ้

pPT-4 Apr, มีชิ้นสวนดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สาย

พันธุ SMCU3-14 จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

โดยใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร AP2 และ 

Dex6R ขนาดประมาณ 2.5 kb ในพลาสมิด 

pDrive Cloning Vector 

สรางในการทดลองนี ้

pPT-5 Apr,  มีชิ้นสวนดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สาย

พันธุ SMCU3-14 จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

โดยใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร AP2 และ 

Dex4F ขนาดประมาณ 2.4 kb ในพลาสมิด 

pDrive Cloning Vector 

สรางในการทดลองนี ้

pPT-6 Apr, มีชิ้นสวนดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สาย

พันธุ SMCU3-14 จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

โดยใชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร Dex8F และ 

Dex10R ขนาดประมาณ 3.0 kb ในพลาสมิด 

pJET1/blunt Cloning Vector 

สรางในการทดลองนี ้
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ตารางที ่3.3  โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 

 
โอลิโกนิวคลี
โอไทดไพร

เมอร 

ลําดับนิวคลีโอไทด (Tm) เอกสารอางองิ 

AP1 5’-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’     (64Oซ) บริษัท  BD Biosciences, 

USA 

AP2 5’-ACTATAGGGCACGCGTGGT-3’           (60Oซ) บริษัท  BD Biosciences, 

USA 

SP6 5’-TATTTAGGTGACACTATAG-3’              (50Oซ) บริษัท Promega, USA 

T7 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’          (56Oซ) บริษัท Promega, USA 

ITS1 5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’           (55.4Oซ) Gardes และ Bruns, 1993 

ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’            (55.2 Oซ) Gardes และ Bruns, 1993 

Dex1F 5’-TCTGTACCTGGTGGCATGATTC-3’      (59O ซ) ออกแบบในการทดลองนี้ 

Dex1R 5’-TCGCTAATTTGACTTGAGATGC-3’       (58.2Oซ) ออกแบบในการทดลองนี้ 

Dex2F 5’-TTCCCACCAGGTGTATACTG-3’           (55.6 O ซ) ออกแบบในการทดลองนี้ 

Dex2R 5’-TGTCGATTGTCACTCCACTG-3’            (55.6Oซ)      ออกแบบในการทดลองนี้ 

Dex3F 5’-CGTGCGCCAATCTCACAAGTATTCCGTGC-3’ 

(68.1Oซ) 

ออกแบบในการทดลองนี้ 

Dex4F 5’-CTTTGTATATGAATCGATCCCCCGGAACG-3’ 

(67.2 Oซ) 

ออกแบบในการทดลองนี้ 

Dex5R 5’-ACGCAGTACCATGTTTGACCACCCCCAAGG-3’ 

(68.5Oซ) 

ออกแบบในการทดลองนี้ 

Dex6R 5’-TGCAACATAGTTGTCGCCGGCATTGGCTTG-3’ 

(68.1Oซ) 

ออกแบบในการทดลองนี้ 

Dex7F 5’-GTATCGGTTTCCAGCTTCATTGC-3’     (60Oซ) ออกแบบในการทดลองนี้ 

Dex8F 5’-TAATTGACGCCTTGACAGGTGATG-3’  (61Oซ) ออกแบบในการทดลองนี้ 

Dex9R 5’-AGCTCGTACGAGATTGTTACTGC-3’    (60 Oซ) ออกแบบในการทดลองนี้ 

Dex10R 5’-CATATCGTCCACGTCTTTTGAAAG-3’   (60.6 Oซ) ออกแบบในการทดลองนี้ 

Dex11R 5’-TATGAGTAGGACGTAGAGTG-3’           (55.2 Oซ) ออกแบบในการทดลองนี้ 

Dex12R 5’-TTGAATCTAGTGTGTTGCTG-3’             (54.8Oซ) ออกแบบในการทดลองนี้ 

Dex13F 5’-CTTCTATGCAACTGGTCATG-3’             (55.2Oซ) ออกแบบในการทดลองนี้ 
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3.5  การเก็บรักษาจุลินทรียที่ใชในงานวิจัย 

 3.5.1  การเกบ็รักษารา 

                 3.5.1.1  การเกบ็รักษาราในระยะสัน้ 

                                        

 เข่ียสปอรของรา Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 ลงบนอาหารแข็ง

เอียง malt extract (ภาคผนวก ก2)  บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 7 วัน จนสปอรเจริญเต็มที่ เก็บไว

ที่อุณหภูมิ 4Oซ จนกวาจะนํามาใช และนํามาขีดลงบนอาหารใหม (sub culture) ทุก 3 เดือน 

3.5.1.2  การเก็บรักษาราในระยะยาว 

                                   

     นําสปอรมาทําไลโอฟไลซ (lyophilization) และเก็บเชื้อในรูปสปอรแหง 

 

3.5.2  การเกบ็รักษาแบคทเีรีย 

 

เก็บรักษาแบคทีเรียโดยเลี้ยง Escherichia coli  ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 

(ภาคผนวก ก3) นําไปบมเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 

ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37Oซ หลังจากนั้นนํามาผสมกับ 80% กลีเซอรอล (ภาคผนวก ข1)  ในอัตราสวน

น้ําเลี้ยงเชื้อตอกลีเซอรอล 3:7 โดยปริมาตร บรรจุลงในหลอดเก็บเชื้อแชแข็ง เก็บที่อุณหภูมิ –20Oซ 

เปนเวลา 6 เดือน หรือเก็บที่อุณหภูมิ –70Oซ เปนเวลา 1 ป 

 
3.6  การสกดัโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากรา Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14  
         

 3.6.1  การเลี้ยงรา Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 เพื่อเตรียมสกัดโครโมโซมอล        

ดีเอ็นเอ 

      

                      แบงอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว malt extract (ภาคผนวก ก1) ประมาณ 1 มิลลิลิตร จาก

ปริมาตรทั้งหมด 50 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยูในขวดแกวรูปกรวยขนาด 250 มิลลิลิตร ที่ผานการนึ่งฆา

เชื้อแลวใสลงในหลอดเก็บราจากขอ 3.5.1.1 ใชลูปเขี่ยสปอรใหหลุดออกมาแขวนลอยในอาหาร

เล้ียงเชื้อเหลว malt extract ถายสปอรแขวนลอย 1 มิลลิลิตร ลงในขวดแกวรูปกรวยเดิม บมเขยา

บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 30Oซ เปนเวลา 3 วัน 
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 3.6.2  การเกบ็ไมซีเลียมและการไลโอฟไลซ  (lyophilization)  

   

        นําชุดกรวยกรองตอเขากับเครื่องดูดอากาศ จากนั้นวางกระดาษกรองลงบนกรวย

กรอง แลวลางดวยเอธานอล 95% เพื่อฆาเชื้อกระดาษกรอง  เทไมซีเลียมที่ไดจากขอ 3.6.1 ลงบน

กระดาษกรอง ลางไมซีเลียมดวยน้ํากลั่น จากนั้นรอจนไมซีเลียมแหง แลวจึงเก็บเอาเฉพาะ         

ไมซีเลียมไปไลโอฟไลซ (lyophilization) จะไดไมซีเลียมที่แหงพรอมจะนําไปสกัดโครโมโซมอล     

ดีเอ็นเอ 

 

3.6.3  การสกดัโครโมโซมอลดีเอ็นเอจาก Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 

 

สกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอจาก Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 โดยดัดแปลง

จากวิธีของ Raeder และ Broda (1985) ดังนี้ นําไมซีเลียมในขอ 3.6.2 ประมาณ 0.05 กรัม ใสใน

โกรงบดที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว เติมไนโตรเจนเหลวลงไป บดไมซีเลียมใหเปนผงละเอียด แลวถาย

ใสหลอดไมโครฟวจ เติมสารละลาย Extraction Buffer (ภาคผนวก ข9) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมา จากนั้นเติมสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม (ภาคผนวก      

ข12) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมาจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชัน   

นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาท ี ที่อุณหภูมิ 4Oซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง ถายเฉพาะ

สวนใสที่อยูเหนือตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรมไปใสหลอดไมโครฟวจหลอดใหม (ระวงัอยาให

ติดสวนตะกอนไปดวย) แลวเติม RNaseA ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข16) 

ปริมาตร 0.05 เทาของสวนใส นําไปบมที่ อุณหภูมิ 37Oซ เปนเวลา 30 นาที จากนั้นเติม

สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรมในปริมาตรที่เทากับปริมาตรสุดทาย ผสมใหเขากันดวยการกลับ

หลอดไปมาจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชัน นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 4Oซ เปนเวลา 10 นาที ถายเฉพาะสวนใสที่อยูเหนือตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรมไป

ใสหลอดไมโครฟวจหลอดใหม และสกัดดวยสารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม ซ้ําอีก 1 คร้ัง หลังจาก

นั้นนําสวนใสที่อยูในหลอดไมโครฟวจหลอดใหมมาตกตะกอนดีเอ็นเอ โดยเติมสารละลาย

โซเดียมอะซีเตตคาความเปนกรด-ดาง 5.2 ความเขมขน 3 โมลาร (ภาคผนวก ข15) ปริมาตร 0.1 

เทาของสวนใส และ absolute ethanol ที่เย็นปริมาตร 2 เทาของสวนใส กลับหลอดไปมา

จนกระทั่งตะกอนขาวของดีเอ็นเอปรากฏ นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่

อุณหภูมิ 4Oซ เปนเวลา 15 นาที เทสวนใสของโซเดียมอะซีเตตและเอธานอลทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็น

เอที่ไดดวยเอธานอล 70% ที่เย็น ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยการปนลางที่อุณหภูมิ 4Oซ เปนเวลา 5 

นาที คอยๆเทสวนน้ําใสทิ้ง สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหยใหแหงสนิท แลวละลายตะกอน
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ดีเอ็นเอในบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข10) โดยปริมาตรที่เติมข้ึนอยูกับปริมาณตะกอนดีเอ็นเอที่สกัด

ได 

 

 3.6.4   การวิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอที่สกดัได 

 

 นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance, A) ที่ความยาว

คลื่น 260  และ 280 นาโนเมตร  (A260 และ A280)  คํานวณคา A260 ตอ A280  ซึ่งคาที่เหมาะสมควร

จะอยูในชวง 1.8-2.0  ถาคานอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง  ถาคาสูงกวา 2.0 แสดงวา

มีอารเอ็นเอปนเปอนสูง 

 

คํานวณหาความความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 

 

        ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260x 50 x dilution factor 

 
3.7  การเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีนเดกซแทรนเนสจากโครโมโซมของ Penicillium sp. 
สายพันธุ SMCU 3-14 โดยใชชุด BD GenomeWalkerTM Universal Kit  (BD Bioscience,  
USA) 
 

3.7.1  การตัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 ดวย

เรสทริกชันเอนไซม 

 

นําดีเอ็นเอในขอ 3.6.3 มาตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม 4 ชนิด ไดแก DraI,  EcoRV, 

PvuII และ StuI (BD Bioscience, USA) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต โดยแตละปฏิกิริยาใช

สวนผสมดังตอไปนี้ 

  

ดีเอ็นเอ (1 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร)                      12.5    ไมโครลิตร 

10X เรสทริกชนัเอนไซม บัฟเฟอร            4     ไมโครลิตร 

เรสทริกชันเอนไซม (10 หนวยตอไมโครลิตร)               5     ไมโครลิตร 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ                    28.5    ไมโครลิตร 

                 ปริมาตรสุทธิ                                                           50    ไมโครลิตร 
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 ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมา บมที่อุณหภูมิ 37Oซ เปนเวลา 2 ชั่วโมง       

จากนั้นนํามาปนผสมเบาๆดวยเครื่องปนผสม  5-10 วินาที  นําไปบมตอที่ อุณหภูมิ เดิม                 

เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง 

  

3.7.2  การทาํดีเอ็นเอที่ตัดแลวใหบริสุทธิ ์

 

          นําดีเอ็นเอที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมแตละชนิดในขอ 3.7.1 มาเติมสารละลาย  

ฟนอล/คลอโรฟอรม ปริมาตร 50 ไมโครลิตร นําไปปนผสมเบาๆ ดวยเครื่องปนผสม เปนเวลา 5-10 

วินาที  แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4Oซ เปนเวลา 10 นาที  

ถายเฉพาะสวนใสที่อยูเหนือชั้นฟนอล/คลอโรฟอรมไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม เติม

สารละลายคลอโรฟอรม ปริมาตร 50 ไมโครลิตร นําไปปนผสมเบาๆดวยเครื่องปนผสม เปนเวลา 

5-10 วินาที แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 15,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4Oซ เปนเวลา 10 

นาที ถายเฉพาะสวนใสที่อยูเหนือชั้นฟนอล/คลอโรฟอรมไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม  

ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยเติมสารละลายโซเดียมอะซีเตตความเขมขน 3 โมลาร คาความเปนกรด-

ดาง 4.5 ปริมาตร 0.1 เทาของสวนใส (9.5 ไมโครลิตร), absolute ethanol ปริมาตร 2 เทาของสวน

ใส (190 ไมโครลิตร) และไกลโคเจน ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 1 

ไมโครลิตร นําไปปนผสมเบาๆ ดวยเครื่องปนผสม เปนเวลา 5-10 วินาที แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่

ความเร็ว 15,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4Oซ เปนเวลา 10 นาที คอยๆเทสวนใสทิ้งแลวลาง

ตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยเอธานอล 80% ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 

15,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4Oซ เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสทิ้งแลวนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไป

ระเหยใหแหงสนิท ละลายตะกอนดีเอ็นเอในบัฟเฟอร TE ปริมาตร 10 ไมโครลิตร  

 

 3.7.3  การไลเกต (ligation) ชิ้นดีเอ็นเอเขากับอะแด็ปเตอร (adaptor) 

 

 ไลเกตชิ้นดีเอ็นเอที่เตรียมไดในขอ 3.7.2 เขากับอะแด็ปเตอร ดวย T4 ดีเอ็นเอ     

ไลเกส (T4 DNA ligase) (BD Biosciences, USA) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต โดยใชสวนผสม

ของปฏิกิริยาดังนี้ 

 

 ชิ้นดีเอ็นเอทีเ่ตรียมไดในขอ 3.7.2          2             ไมโครลิตร  

 อะแด็ปเตอร  (25 ไมโครโมลาร)     0.95             ไมโครลิตร 

 10X ไลเกชันบัฟเฟอร         0.8            ไมโครลิตร 
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 T4 ดีเอ็นเอไลเกส  (3 หนวยตอไมโครลิตร)    0.25            ไมโครลิตร 

 ปริมาตรสุทธ ิ                                                   4              ไมโครลิตร 

                      

ทําไลเกชันที่อุณหภูมิ 16Oซ เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง จากนั้นหยุดปฏิกิริยาที่

อุณหภูมิ 70Oซ  เปนเวลา 5 นาที  เติมบัฟเฟอร TE ใหไดปริมาตรสุดทาย 40 ไมโครลิตร 

 

 3.7.4  การเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีนเดกซแทรนเนสจากโครโมโซมของ Penicillium sp.   

สายพันธุ SMCU3-14 โดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction,  PCR) 

                      

3.7.4.1  การออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
 

จากการหาลําดับอนุรักษของยีนเดกซแทรนเนสโดยใชโปรแกรม ClustalX  

โดยใชลําดับของยีนเดกซแทรนเนสของราที่มีรายงานแลว 3 ลําดับ ไดแก pUDEX ของ 

Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 (หมายเลขเขาถึง L41562 และ Garcia และคณะ,  

1996), Dex2 ของ Penicillium minioluteum (หมายเลขเขาถึง AF 020619) และ DexA ของ 

Pencillium funiculosum (หมายเลขเขาถึง AJ272066) ดังแสดงในภาคผนวก ค1 รวมกับ

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอร Dex1F, Dex1R และ Dex2F, Dex2R โดยใชโครโมโซ 

มอลดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 เปนแมแบบ ทําใหทราบลําดับนิวคลีโอ

ไทดบางสวนของยีนเดกซแทรนเนสใน Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 ดังนั้นจึงออกแบบ 

โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่มีความจําเพาะกับยีนเดกซแทรนเนสที่บริเวณปลาย 5’ ของยีนเดกซ

แทรนเนสที่ทราบแลวนี้ เพื่อใชหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสที่อยูถัดลงมา โดย

ออกแบบ forward primer 2 เสน คือ forward primer ที่อยูดานนอก (outer forward primer) และ 

forward primer ที่อยูดานใน (nested forward primer) โดยตั้งชื่อวา Dex3F และ Dex4F  

ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 3.1 และออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรบริเวณปลาย 3’ โดยใช

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสที่ทราบแลวดังกลาว เพื่อใชหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน

เดกซแทรนเนสที่อยูถัดขึ้นไป โดยออกแบบ reverse primer 2 เสน คือ reverse primer ที่อยูดาน

นอก (outer reverse primer) และ reverse primer ที่อยูดานใน (nested reverse primer) โดยตั้ง

ชื่อวา Dex5R และ Dex6R ตามลําดับ  ดังแสดงในรูปที่ 3.1 โดยทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส

รวมกับ outer adaptor primer 1 (AP1) และ nested adaptor primer 2 (AP2) จากชุด BD 

GenomeWalkerTM Universal Kit (BD Bioscience,  USA) โดยลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร
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แสดงดังตารางที่ 3.3  ซึ่งทั้ง AP1 และ AP2 เปนลําดับที่อยูบนอะแด็ปเตอรที่ตอเขากับช้ินดีเอ็นเอ

ในขอ 3.7.3 

 

 
 
รูปที่ 3.1 แผนที่แสดงโอลโิกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ถูกออกแบบโดยใชลําดับนิวคลีโอ 
ไทดบริเวณปลาย 5’ และบริเวณปลาย 3’ ของยนีเดกซแทรนเนสที่ทราบแลว (       ) 
                 คือ ยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนส และ      แสดงทิศทาง 5’      3’ ของ
ไพรเมอร 
 

3.7.4.2  ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 1  

 

 3.7.4.2.1  โดยใชไพรเมอร Dex5R และ AP1 

             

          เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีนเดกซแทรนเนสสวนที่อยูถัดจาก 

ไพรเมอร Dex5R ขึ้นไป  ไดใช reverse  primer ที่อยูดานนอก (Dex5R) รวมกับ outer adaptor 

primer 1 (AP1) ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยสารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาเปน

ดังนี้ 

  

- 10X BD Advantage 2 PCR buffer                                                        5     ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1X BD Advantage 2 PCR buffer) 

- สารละลาย Dex5R primer ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร   1     ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 0.5 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย AP1 primer ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร   1     ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 0.5 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย dNTP ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร (ของแตละตัว)  1     ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 200 ไมโครโมลาร) 

- เอนไซม BD Advantage 2  polymerase Mix (50X)    1     ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1X BD Advantage2  polymerase) 

 

5’ 3’ 
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ดีเอ็นเอแมแบบซึ่งตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม 

และไลเกตเขากับอะแด็ปเตอรแลวจากขอ 3.7.3     1     ไมโครลิตร 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ                40     ไมโครลิตร 

ปริมาตรสุทธ ิ                  50     ไมโครลิตร 

              

โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดงันี ้

 

-  7 รอบ ที ่

 อุณหภูมิ 94Oซ  เปนเวลา 2 วินาท ี

 อุณหภูมิ 70Oซ  เปนเวลา 3 นาท ี

 

-  32  รอบ ที ่

 อุณหภูมิ 94Oซ  เปนเวลา 2 วินาท ี

 อุณหภูมิ 69Oซ  เปนเวลา 3 นาท ี

 

รอบสุดทาย ที ่

 อุณหภูมิ 67Oซ  เปนเวลา 4  นาท ี

             

            ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 

(Perkin Elmer,  USA)     

  

ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส   

ซึ่งทําโดยเตรียม อะกาโรสเขมขน 1.5% ซึ่งหลอมในบัฟเฟอร 1XTAE เทลงในแบบพิมพที่มีหวี

เสียบอยู โดยระวังอยาใหมีฟองอากาศ แลวปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 30 นาที 

จากนั้นวางอะกาโรสเจลที่ไดลงในแชมเบอร เทบัฟเฟอร 1XTAE ใหทวมสูงกวาอะกาโรสเจล

เล็กนอย ผสมสารละลายดีเอ็นเอกับสีติดตาม (ภาคผนวก ข14) ใหความเขมขนของสีเปน 1 เทา 

หยอดดีเอ็นเอหรือหยอดดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder ลงในชองวิ่ง จากนั้นทําอิเล็กโทร

โฟเรซิสโดยใชชุดทําอิเล็กโทรโฟเรซิส Mupid-2 ใชความตางศักย 100 โวลต ทิ้งไวจนกระทั่งสีน้ํา

เงินของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ลงมาจนสุดขอบอะกาโรสเจลอีกดานหนึ่ง แลวยอมอะกาโรสเจล

ดวยเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข13) เปนเวลา 5-10
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นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย Gel Documentation โปรแกรม Quantity One เวอรชั่น 4.4.1(Bio-

Rad, USA)     

 

       3.7.4.2.2  โดยใชไพรเมอร Dex3F และ AP1 

                                                    

              เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีนเดกซแทรนเนสสวนที่อยูถัดจาก 

ไพรเมอร Dex3F ลงมา ไดใช forward  primer ที่อยูดานนอก (Dex3F) รวมกับ outer adaptor 

primer 1 (AP1) ในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยสารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาเปน

ดังนี้ 

  

- 10X BD Advantage 2 PCR buffer     5     ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1X BD Advantage 2 PCR buffer) 

- สารละลาย Dex3F primer ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร   1     ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 0.5 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย AP1 primer ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร   1     ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 0.5 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย dNTP ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร (ของแตละตัว)  1     ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 200 ไมโครโมลาร) 

- เอนไซม BD Advantage 2  polymerase Mix (50X)    1     ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1X BD Advantage2  polymerase) 

 

ดีเอ็นเอแมแบบซึ่งตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม 

และไลเกตเขากับอะแด็ปเตอรแลวจากขอ 3.7.3    1     ไมโครลิตร 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ                40     ไมโครลิตร 

ปริมาตรสุทธ ิ                  50     ไมโครลิตร 

              

โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เชนเดียวกับที่กลาวไวในขอ 3.7.4.2.1 ตรวจสอบ

ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามที่กลาวไวในขอ 

3.7.4.2.1 
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 3.7.4.2.3  ชุดควบคุมผลบวก (positive control)   

 

ใช Human Positive Control Library จากชุดBD GenomeWalkerTM 

Universal Kit (BD BioScience, USA) เปนแมแบบ และใชไพรเมอร Positive Control tPA 

primer (PCP1) ที่จําเพาะกับยีน tPA บนโครโมโซมของมนุษย รวมกับ outer adaptor primer 1 

(AP1) จากชุด BD GenomeWalkerTM  Universal Kit (BD BioScience, USA) ในการทําปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อใชเปนตัวควบคุมผลบวก โดยสารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซ

พอลิเมอเรสและโปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเปนเชนเดียวกับที่กลาวไวแลวในขอ 

3.7.4.2.1 

 

3.7.4.2.4  ชุดควบคุมผลลบ (negative control)   

 

  ใชน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อแทนดีเอ็นเอ ในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิ

เมอเรส เพื่อใชเปนตัวควบคุมผลลบของปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในขอ 3.4.4.2.1 และ 3.4.2.2.2

โดยสารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเปนเชนเดียวกับที่กลาวไวแลวในขอ 

3.7.4.2.1 และ 3.4.2.2.2  

   

             3.7.4.3  ปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 2 

 

3.7.4.3.1  โดยใชไพรเมอร Dex6R และ AP2   

 

เจือจางผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 1 

ในขอ 3.7.4.2.1 ประมาณ 50 เทา โดยใชน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ จากนั้นนํามาใชเปนแมแบบใน

การทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 2 โดยใช reverse  primer ที่อยูดานใน (Dex6R) รวมกับ 

nested adaptor primer 2 (AP2) โดยสารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  

เปนดังนี้ 

 

- 10X BD Advantage 2 PCR buffer     5     ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1X BD Advantage 2 PCR buffer) 

- สารละลาย Dex6R primer ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร   1     ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 0.5 ไมโครโมลาร) 
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- สารละลาย AP2 primer ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร   1     ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 0.5 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย dNTP ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร (ของแตละตัว)  1     ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 200 ไมโครโมลาร) 

- เอนไซม BD Advantage 2  polymerase Mix (50X)    1     ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1X BD Advantage2  polymerase) 

 

ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ 3.7.4.2.1 ที่เจือจางแลว    1      ไมโครลิตร 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ                40      ไมโครลิตร 

ปริมาตรสุทธ ิ                  50      ไมโครลิตร 

 

โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดงันี ้

 

-  5 รอบ ที ่

 อุณหภูมิ 94Oซ  เปนเวลา 2 วินาท ี

 อุณหภูมิ 70Oซ  เปนเวลา 3 นาท ี

 

-  20  รอบ ที ่

 อุณหภูมิ 94Oซ  เปนเวลา 2 วินาท ี

 อุณหภูมิ 60Oซ  เปนเวลา 3 นาท ี

 

รอบสุดทาย ที ่

 อุณหภูมิ 67Oซ  เปนเวลา 4  นาท ี

 

            ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 

(Perkin Elmer,  USA)     

 

             ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส   

ตามวิธีที่กลาวไวในขอ 3.7.4.2.1     
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3.7.4.3.2  โดยใชไพรเมอร Dex4F และ AP2     

                                       

                                              เจือจางผลิตภัณฑที่ไดจากการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 

1 ในขอ 3.7.4.2.2 ประมาณ 50 เทา โดยใชน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ จากนั้นนํามาใชเปนแมแบบ

ในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 2 ใช forward  primer ที่อยูดานใน (Dex4F) รวมกับ 

nested adaptor primer 2 (AP2) โดยสารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  

เปนดังนี้ 

  

- 10X BD Advantage 2 PCR buffer     5    ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1X BD Advantage 2 PCR buffer) 

- สารละลาย Dex4F primer ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร   1    ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 0.5 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย AP2 primer ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร   1    ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 0.5 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย dNTP ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร (ของแตละตัว)  1    ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 200 ไมโครโมลาร) 

- เอนไซม BD Advantage 2  polymerase Mix (50X)    1    ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1X BD Advantage2  polymerase) 

 

ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ 3.7.4.2.2 ที่เจือจางแลว    1    ไมโครลิตร 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ                40    ไมโครลิตร 

ปริมาตรสุทธ ิ                  50    ไมโครลิตร 

 

โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เชนเดียวกับที่กลาวไวในขอ 3.7.4.3.1 ตรวจสอบ

ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสตามที่กลาวไวในขอ 

3.7.4.2.1     
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3.8  การโคลนผลิตภัณฑดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 2 
 
 3.8.1  การสกัดผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสใหบริสุทธิ์เพื่อการโคลน 
 
 สกัดผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 2 ออกจากอะกาโรสเจล    

ดวยชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel ExtractionKit (Qiagen, Germany) 

(ภาคผนวก ข4) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต ดังนี้ ตัดชิ้นอะกาโรสเจลใหครอบคลุมแถบดเีอ็นเอที่

ตองการ จากนั้นเติมบัฟเฟอร QG ปริมาตร 3 เทาของน้ําหนักอะกาโรสเจล นําไปบมที่อุณหภูมิ 

50Oซ เปนเวลา 10 นาที หรือจนกระทั่งอะกาโรสเจลละลายหมด จากนั้นเติมไอโซโพรพานอล 

ปริมาตร 1 เทาของน้ําหนักอะกาโรสเจล ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา แลวถาย

สารละลายดีเอ็นเอลงใน QIAquick spin column นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอ

นาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร 

ลงในคอลัมน นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง 

เทสวนน้ําใสทิ้งกอนที่จะหมุนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้งเพื่อกําจัดสวนน้ําใสที่เหลือติดคอลัมน จากนั้นยาย

คอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม  เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB ปริมาตร 30-50 

ไมโครลิตร ใหลงตรงแผนกรอง ตั้งทิ้งไว 1 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง จะไดสารละลายดีเอ็นเออยูในสวนน้ําใส เก็บรักษา

สารละลายของชิ้นดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ –20Oซ  
 
 3.8.2  การไลเกต (ligation) ชิ้นดีเอ็นเอเขากับพลาสมิดเวกเตอร 

 

 ไลเกตชิ้นดีเอ็นเอที่เตรียมไดในขอ 3.8.1 เขากับพลาสมิดเวกเตอร pDrive Cloning 

Vector (QIAGEN PCR Cloning Kit) (Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข22) โดยใชไลเกส

(ligase) (QIAGEN PCR Cloning Kit) (Qiagen, Germany) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิตโดยใช

สวนผสมของปฏิกิริยาดังนี้ 

 

  ชิ้นดีเอ็นเอที่เตรียมไดในขอ 3.8.1 4  ไมโครลิตร (ประมาณ 100 นาโนกรัม) 

pDrive Cloning Vector 1  ไมโครลิตร (ประมาณ 50 นาโนกรัม) 

2X ไลเกชันมาสเตอรมิกซ 5  ไมโครลิตร 

ปริมาตรสุทธ ิ          10  ไมโครลิตร  
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ทําไลเกชันที่อุณหภูมิ 4Oซ เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง (อัตราสวนระหวางชิ้นดีเอ็นเอ

สอดแทรกและพลาสมิดเวกเตอรสามารถแปรผันไดตามความเหมาะสมของปริมาณดีเอ็นเอ) 

 

3.8.3  การทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู Escherichia coli DH5α และการ

คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ตองการ 

 

                 3.8.3.1  การเตรียมคอมพีเทนตเซลล (competent cell)   

 

เตรียมคอมพีเทนตเซลลดวยวิธีแคลเซียมคลอไรด โดยดัดแปลงจากวิธีของ 

Sambrook และ Russell (2001) โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของ E. coli DH5α ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ

เหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  แลวนําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37Oซ  เปนเวลาขามคืน (16-18 ชั่วโมง) 

เพื่อใชเปนหัวเชื้อ จากนั้นถายหัวเชื้อ ไปยัง arm flask ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 

ฟลาสกละ 100 มิลลิลิตร ทั้งหมด 5 ฟลาสก  โดยถายหัวเชื้อปริมาตร 1 มิลลิลิตรตออาหารเลี้ยง

เชื้อเหลว LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37Oซ  จนกระทั่ง OD550 เทากับ  0.5  

 

ระหวางชวงที่รอการเจริญของเชื้อใหเตรียมสารละลายแคลเซียมคลอไรด 

ความเขมขน 0.1 โมลาร (เตรียมกอนใชและทุกขั้นตอนทําในอางน้ําแข็ง) ดังนี้ ผสมน้ําปลอดประจุ

ปลอดเชื้อที่เย็นปริมาตร 450 มิลลิลิตร เขากับสารละลายแคลเซียมคลอไรด ความเขมขน 1 โมลาร 

(ภาคผนวก ข20) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในฟลาสกขนาด 1 ลิตร ที่ผานการนึ่งฆาเชื้อแลว ผสมให

เขากัน จะไดสารละลายแคลเซียมคลอไรด ความเขมขน 0.1 โมลาร แชในอางน้ําแข็งกอนจะใช  

จากนั้นเตรียมสารละลายแคลเซียมคลอไรด ความเขมขน 0.1 โมลาร ที่ผสมกลีเซอรอล 80% โดย

แบงสารละลายแคลเซียมคลอไรด ความเขมขน 0.1 โมลาร  ที่เตรยีมไวมาปริมาตร 44.4 มิลลิลิตร 

เติมกลีเซอรอล 80%  ที่ปลอดเช้ือ ปริมาตร 5.6 มิลลิลิตร ลงไป ผสมใหเขากัน แชในอางน้ําแข็ง

กอนจะใช 

 

เมื่อเซลลเจริญจนถึงคา OD550 ที่ตองการแลว นําไปแชในอางน้ําแข็งเปน

เวลา 30 นาที หลังจากนั้นถายเชื้อลงในหลอดเซนตริฟวจปลอดเชื้อปริมาตร 250 มิลลิลิตร ที่เย็น 

จํานวน 2 หลอด นําไปหมุนเหวี่ยงตกตะกอนเซลลดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ 

(refrigerated centrifuge) ที่อุณหภูมิ 4Oซ  ความเร็วในการหมุนเหวี่ยง 5,000 รอบตอนาที เปน

เวลา 10 นาที  (ตั้งแตขั้นตอนนี้ตองทําที่อุณหภูมิ 4Oซ ตลอด) เทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง นําไปปนผสม

โดยใชเครื่องปนผสม เพื่อกระจายตะกอนเซลลที่ติดอยูที่กนหลอดเซนตริฟวจ แลวรวมตะกอนเซลล
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ในหลอดเซนตริฟวจแตละหลอด ใหอยูในหลอดเซนตริฟวจเพียงหลอดเดียว เติมสารละลาย 

แคลเซียมคลอไรด ความเขมขน 0.1 โมลาร ที่เย็นปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่

อุณหภูมิ 4Oซ ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง นําไปปนผสมเพื่อ

กระจายตะกอนเซลลที่ติดอยูที่กนหลอดเซนตริฟวจ แลวเติมสารละลายแคลเซียมคลอไรด ความ

เขมขน 0.1 โมลาร ที่เย็นปริมาตร 125 มิลลิลิตร แชในอางน้ําแข็งเปนเวลา 4 ชั่วโมง หลังจากนั้น

นําไปหมุนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4Oซ  ความเร็ว 5,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง 

นําไปปนผสมเพื่อกระจายตะกอนเซลลที่ติดอยูที่กนหลอดเซนตริฟวจ แลวเติมสารละลาย

แคลเซียมคลอไรด ความเขมขน 0.1 โมลาร ที่ผสม กลีเซอรอล 80% ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ผสมให

เขากันเบาๆ สุดทายแบงใสในหลอดไมโครฟวจปลอดเชื้อที่เย็นปริมาตรประมาณหลอดละ 200 

ไมโครลิตร เก็บคอมพีเทนตเซลลไวที่อุณหภูมิ -70Oซ  

 

3.8.3.2 การทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูเซลลเจาบาน    

 

ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดในขอ 3.8.2 เขาสูคอมพีเทนตเซลล    

E.coli DH5α  ดวยวิธี heat shock (Sambrook และ Russell, 2001) ดังนี้ นําคอมพีเทนตเซลล 

E.coli DH5α ที่เก็บไวที่อุณหภูมิ -70Oซ มาแชในอางน้ําแข็ง ใสรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ไลเกตไว

จากขอ 3.8.2 ทั้งหมดลงในคอมพีเทนตเซลล E. coli DH5α ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขา

กันแลวนําไปบมในอางน้ําแข็งเปนเวลาอยางนอย 30 นาที จากนั้น heat shock ที่อุณหภูมิ 42Oซ 

เปนเวลา 2 นาที เมื่อครบเวลาใหแชลงในอางน้ําแข็งทันทีเปนเวลา 2 นาที แลวจึงเติมอาหารเลี้ยง

เชื้อเหลว LB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปในหลอดเชื้อ และนําไปบมที่อุณหภูมิ 37Oซ เปนเวลา 1 

ชั่วโมง หลังจากนั้นเทอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวทิ้ง แลวเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 200 

ไมโครลิตรลงไป     

 

3.8.3.3  การคัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ตองการ 

  

             คัดเลือกโคโลนีของ E.coli DH5α ที่มีสวนของยีนเดกซแทรนเนสดวยวิธี 

Blue/White selection (Sambrook และ Russell, 2001) โดยนําสารละลายแขวนลอยของ E.coli 

DH5α ที่ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดแลวในขอ 3.8.3.2 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มา

เกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ซึ่งผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน ความเขมขนสุดทาย 100 

ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข2) ซึ่งผานการเกลี่ยบนผิวอาหารดวย X-gal (5-Bromo-4-

chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ความเขมขนสุดทาย 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก  ข
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17) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) ความเขมขนสุดทาย 1  

โมลาร (ภาคผนวก ข18) ปริมาตร 7 ไมโครลิตร (โดยเกลี่ยสารละลายทั้งสองนี้กอนใช) หลังจาก

เกลี่ยเชื้อบมที่อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลาขามคืน (16-18 ชั่วโมง) 

 

                               คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีสวนของยีนเดกซแทรนเนสโดยคัดเลือกเฉพาะ

โคโลนีสีขาวมาทําโคโลนี PCR (Sambrook และ Russell, 2001) ดังนี้ เขี่ยโคโลนีสีขาวมาครึ่ง

โคโลนีใสในหลอดไมโครฟวจที่มีน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร จํานวน 10 

โคโลนี ตอ 1 หลอดไมโครฟวจ นําไปปนผสมเบาๆดวยเครื่องปนผสม แลวนําไปตมในน้ําเดือด เปน

เวลา 5-10 นาที หลังจากนั้นนําไปหมุนเหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปน

เวลา 2 นาที จะไดสารละลายของรีคอมบิแนนทพลาสมิดอยูในสวนน้ําใส 

 

                               จากนั้นนําสารละลายรีคอมบิแนนทพลาสมิดไปเปนแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซ

พอลิเมอเรส โดยสารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดังนี้ 

 

- 10X Taq DNA polymerase buffer     5 ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1X Taq DNA polymerase buffer ) 

- สารละลาย Dex4F primer  ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร   1 ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย Dex6R primer ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร   1 ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย dNTP ความเขมขนของแตละชนิด 10 มิลลิโมลาร  4 ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 200 ไมโครโมลาร) 

-สารละลาย MgCl2  ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร                                        8 ไมโครลิตร   

  (ความเขมขนสุดทาย 4 มิลลิโมลาร) 

- เอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 หนวยตอไมโครลิตร        0.5 ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 2.5 หนวย) 

 

ดีเอ็นเอแมแบบ                 10 ไมโครลิตร 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ             20.5 ไมโครลิตร 

ปริมาตรสุทธิ                                                                                      50  ไมโครลิตร 
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โดยชุดควบคุมผลบวกนั้นใชผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที ่ 2 เปนดีเอน็เอแมแบบและ

ชุดควบคุมผลลบใชน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อเปนแมแบบ 

          

โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปนดงันี ้

 

 hot start  ที่อุณหภูมิ 94Oซ  เปนเวลา    5  นาท ี

denaturation ที่อุณหภูมิ 94Oซ  เปนเวลา  45  วินาท ี

annealing ที่อุณหภูมิ 55 Oซ  เปนเวลา  30  วินาท ี         35 รอบ 

extention  ที่อุณหภูมิ 72Oซ  เปนเวลา    1  นาที 

final extention ที่อุณหภูมิ 72Oซ  เปนเวลา    7  นาที 

  

ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 

(Perkin Elmer, USA) ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ตามวิธีที่กลาวไวในขอ 3.7.4.2.1 แตใชอะกาโรสเขมขน 0.8% และใช 100 

bp DNA ladder (BioExcellence,  Thailand)  เปนดีเอ็นเอมาตรฐาน  

 

เมื่อไดกลุมโคลนที่ใหผลบวกเชนเดียวกับชุดควบคุมผลบวกแลว นําแตละโคโลนีในกลุม

โคลนนั้นมาแยกทําโคโลนี PCR ซ้ําอีกครั้ง เพื่อหาโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกที่ตองการ 
 
3.9  การคัดเลือกโคลนและการหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสที่แทรกอยูใน
รีคอมบิแนนทพลาสมิด 
 
 3.9.1  การสกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit 

(Qiagen,  Germany) (ภาคผนวก ข 3) 

 

นําโคโลนีสีขาวในขอ 3.8.3.3 ที่มีสวนของยีนเดกซแทรนเนสแทรกอยูในรีคอมบิ  

แนนทพลาสมิดมาสกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit 

(Qiagen, Germany) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต โดยเลี้ยง E. coli DH5α ที่มีรีคอมบิแนนท 

พลาสมิดในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ซึ่งผสมสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลินปริมาตร 5 มิลลิลิตร บมบน

เครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 37Oซ  ดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง ปนเก็บเซลล

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในหลอดไมโครฟวจดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 
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เปนเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง แขวนลอยเซลลดวยบัฟเฟอร P1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากนั้น

เติมบัฟเฟอร P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมโดยการกลับหลอดจนกระทั่งสารแขวนลอยเริ่ม

หนืดและใสขึ้นภายในระยะเวลาไมเกิน 5 นาที จากนั้นเติมสารละลาย N3 ปริมาตร 350 

ไมโครลิตร แลวผสมโดยกลับหลอดไปมาจนเกิดเปนตะกอนขาว นําไปหมุนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอนที่

ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง แยกสวนน้ําใสใสลงใน QIAprep 

spin column นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที  

เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นําไปหมุนเหวี่ยงดวย

ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง เติมบัฟเฟอร PE 

ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน นําไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปน

เวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง เทสวนน้ําใสทิ้งกอนที่จะหมุนเหวี่ยงซ้ําอีกครั้งเพื่อกําจัดสวนน้ําใสที่

เหลือติดคอลัมน ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือ

บัฟเฟอร EB ปริมาตร 30-50 ไมโครลิตร ใหลงตรงแผนกรอง ตั้งทิ้งไว 1 นาที นําไปหมุนเหวี่ยงดวย

ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง จะไดสารละลายพลาสมิดอยูใน

สวนน้ําใส เก็บสารละลายพลาสมิดที่อุณหภูมิ –20Oซ  

 

 3.9.2    การวิเคราะหปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได 

  

  วิเคราะหปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได ตามวิธีที่กลาวไวในขอ 3.6.4 

 

 3.9.3   การยืนยันผลของรีคอมบิแนนทพลาสมิดโดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

(Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 

นําพลาสมิดที่สกัดไดในขอ 3.9.1 เปนแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อ

ยืนยันผลที่ไดในขอ 3.8.3.3  โดยสารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เปน

ดังนี้ 

 

 - 10X Taq DNA polymerase buffer        5       ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1X Taq DNA polymerase buffer ) 

- สารละลาย Dex4F primer  ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร      1       ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 
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- สารละลาย Dex6R primer ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร      1       ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย dNTP ความเขมขนของแตละชนิด 10 มิลลิโมลาร      4  ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 200 ไมโครโมลาร) 

-สารละลาย MgCl2  ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร                                8  ไมโครลิตร   

  (ความเขมขนสุดทาย 4 มิลลิโมลาร) 

- เอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 หนวยตอไมโครลิตร    0.5 ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 2.5 หนวย) 

 

ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ 3.9.1                   0.5 ไมโครลิตร 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ                     30 ไมโครลิตร 

ปริมาตรสุทธ ิ                                                                                              50  ไมโครลิตร 

          

ทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส และตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกา

โรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ตามที่กลาวไวในขอ 3.8.3.3  

 

 3.9.4  การทดสอบทิศทางการเขาของชิ้นดีเอ็นเอในรีคอมบิแนนทพลาสมิด 

 

ตัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่สกัดไดในขอ 3.9.1 ดวยเรสทริกชันเอนไซม SalI 

(Fermentas, USA) อยางสมบูรณ ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต โดยใชสวนผสมของปฏิกิริยา 

ดังนี้ 

 

 ดีเอ็นเอจากขอ 3.9.1                 0.5-10     ไมโครกรัม 

10X บัฟเฟอร O   1/10 ของปริมาตรทัง้หมด 

เรสทริกชันเอนไซม    3-5 ยูนิตตอไมโครกรัมของดีเอ็นเอ 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ   ปรับใหไดปริมาตรสุดทายตามตองการ 

 

ผสมใหเขากัน บมที่ อุณหภูมิ 37Oซ เปนเวลา 2-4 ชั่วโมง ตรวจสอบรูปแบบ    

พลาสมิดที่ตัดไดดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ตามวิธีที่กลาวไวในขอ 3.7.4.2.1 
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 3.9.5  การหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสที่แทรกอยูในรีคอมบิแนนท   

พลาสมิด 

 

หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสที่แทรกอยูในรีคอมบิแนนทพลาสมิด

ในขอ 3.9.1 โดยใชบริการของบริษัท Macrogen (ประเทศเกาหลี) และ/หรือ บริษัท 1st Base 

(ประเทศมาเลเซีย) 

 

นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสที่ไดไปเปรียบเทียบกับขอมูลใน

ฐานขอมูล GenBank  ดวยโปรแกรม BlastN เวอรชัน 2.2.15 ซึ่งเปนโปรแกรมที่จะนําลําดับนิวคลี

โอไทดที่ไดเขาไปเปรียบเทียบกับขอมูลที่เปนลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่มีอยูในฐานขอมูล 

GenBank 

 
3.10  การเพิ่มจํานวนจีโนมิกดีเอ็นเอซึ่งประมวลรหัสเดกซแทรนเนสของ Penicillium sp. 
สายพันธุ SMCU 3-14 โดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 

3.10.1   การออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 

 

ออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่จําเพาะตอดีเอ็นเอบริเวณกอนถึง         

โปรโมเตอร และหลัง terminator ของยีนเดกซแทรนเนส เพื่อใหไดยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสที่

สมบูรณ  โดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสที่หาไดในขอ 3.9.5 ออกแบบ 

forward primer 2 เสน ตั้งชื่อวา Dex7F และ Dex8F และ reverse primer 2 คู ตั้งชื่อวา Dex9R 

และ Dex10R ตามลําดับ โดยลําดับนิวคลีโอไทดไพรเมอรแสดงดังตารางที่ 3.3  

 

           3.10.2  ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 

           นําโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 ที่สกัดไดใน

ขอ 3.6.3 เปนแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใชไพรเมอรที่ออกแบบในขอ 3.10.1 ใน

การทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยสารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส

เปนดังนี้ 
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- 10X Taq DNA polymerase buffer      5 ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1X Taq DNA polymerase buffer ) 

- สารละลาย forward primer  ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร  1 ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย reverse primer ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร             1 ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย dNTP ความเขมขน 10 มิลลิโมลาร (ของแตละตัว)  4 ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 200 ไมโครโมลาร) 

-สารละลาย MgCl2  ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร    4 ไมโครลิตร   

  (ความเขมขนสุดทาย 4 มิลลิโมลาร) 

- เอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 หนวยตอไมโครลิตร 1 ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 5 หนวย) 

-เอนไซม Pfu DNA polymerase ความเขมขน 1 หนวยตอไมโครลิตร 0.2 ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 0.2 หนวย) 

 

ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ 3.6.3 (ความเขมขน 1 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ                32.8 ไมโครลิตร 

ปริมาตรสุทธ ิ                                                                                         50   ไมโครลิตร 

 

โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  เปนดังนี ้

 

  hot start        ที่อุณหภูม ิ94Oซ เปนเวลา   5   นาท ี

                        denaturation       ที่อุณหภูมิ 94Oซ เปนเวลา 45   วินาที 

annealing       ที่อุณหภูมิ 55Oซ เปนเวลา   1   นาที           30 รอบ 

extention       ที่อุณหภูมิ 72Oซ เปนเวลา 12   นาที 

final extention       ที่อุณหภูมิ 72Oซ เปนเวลา 10   นาที 

  

            ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 

(Perkin Elmer, USA) ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ตามวิธีที่กลาวไวในขอ 3.7.4.2.1 
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3.11  การโคลนผลิตภัณฑดีเอ็นเอซึ่งประมวลรหัสเดกซแทรนเนสจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิ
เมอเรส 
 

 3.11.1  การทําใหผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในขอ 3.10.1 ใหบริสุทธิ์

เพื่อการโคลน 

 

แยกผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในขอ 3.10.1 จากอะกาโรส

เจลดวยชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) 

ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต ตามที่กลาวไวในขอ 3.8.1 

 

 3.11.2  การไลเกต (ligation) ชิ้นดีเอ็นเอเขากับพลาสมิดเวกเตอร     

 

3.11.2.1  การทําใหปลายของผลิตภัณฑ PCR เปน blunt end 

   

เนื่องจากผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในขอ 3.10.1      

มีบริเวณปลายเปน A-overhang จึงทําใหปลายของผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากขอ 3.11.1 เปน   

ปลายทู (blunt end) ดวยเรสทริกชันเอนไซม DNA blunting enzyme (GeneJETTM PCR Cloning 

Kit) (Fermentas, USA) (ภาคผนวก ข23) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต โดยใชสวนผสมของ

ปฏิกิริยาดังนี้ 

 

 2X reaction buffer  10 ไมโครลิตร  

 ผลิตภัณฑ PCR จากขอ 3.11. 1-2  ไมโครลิตร 

 น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ   ปรับปริมาตรใหเปน 17 ไมโครลิตร 

 DNA blunting enzyme    1 ไมโครลิตร 

 ปริมาตรสุทธิ   18 ไมโครลิตร 

 

นําไปปนผสมเบาๆ ดวยเครื่องปนผสม เปนเวลา 3-5 วินาที  แลวบมที่อุณหภูมิ 70Oซ เปน

เวลา 5 นาที เมื่อครบเวลาใหแชในอางน้ําแข็งทันที เปนเวลา 1 นาที 
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3.11.2.2  การไลเกต (ligation) ชิ้นดีเอ็นเอที่มีปลายทู (blunt end) แลวเขากับ  

พลาสมิดเวกเตอร 

 

ไลเกตชิ้นดีเอ็นเอที่เตรียมไดในขอ 3.11.2.1 เขากับพลาสมิดเวกเตอร 

pJET1/blunt Cloning Vector (GeneJETTM PCR Cloning Kit) (Fermentas, USA) (ภาคผนวก ข

23) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต โดยใชสวนผสมของปฏิกิริยาดังนี้ 

 

 ดีเอ็นเอที่เตรียมไดในขอ 3.11.2.1  ปริมาตรทั้งหมด 18 ไมโครลิตร  

 pJET1/blunt Cloning Vector ประมาณ 50 นาโนกรัม   1 ไมโครลิตร 

 T4 ดีเอ็นเอไลเกส  ความเขมขน 5 หนวยตอไมโครลิตร   1 ไมโครลิตร 

 ปริมาตรสุทธิ      20 ไมโครลิตร 

 

นําไปปนผสมเบาๆ ดวยเครื่องปนผสม เปนเวลา 3-5 วินาที แลวบมที่อุณหภูมิหอง 

(อุณหภูมิประมาณ 22Oซ ) เปนเวลา 30 นาที 

 

3.11.3   การทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูเซลลเจาบาน    

 

 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดในขอ 3.11.2.2 เขาสู E. coli DH5α ดวย

วิธี heat shock (Sambrook  และ Russell, 2001)  ตามวิธีทีก่ลาวไวในขอ 3.8.3.2 

 

 3.11.4    การคัดเลือกทรานสฟอรแมนททีม่ียีนเดกซแทรนเนส 

 

คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มียีนเดกซแทรนเนสสอดแทรกอยูในรีคอมบิแนนท 

พลาสมิดซึ่งจะใหโคโลนีสีขาวและตานตอยาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน มาทําโคโลนี PCR ตามวิธีที่

กลาวไวในขอ 3.8.3.3 โดยใช forward primer และ reverse primer คือ Dex2F และ Dex2R 

ตามลําดับ โดยสารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเปนตามที่กลาวไวในขอ 

3.8.3.3  
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โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  เปนดังนี้ 

 

  hot start  ที่อุณหภูมิ 94Oซ  เปนเวลา   5   นาท ี

denaturation ที่อุณหภูมิ 94Oซ  เปนเวลา 45   วินาท ี

annealing ที่อุณหภูมิ 48Oซ  เปนเวลา   1   นาที           30 รอบ 

                       extention ที่อุณหภูมิ 72Oซ  เปนเวลา   2   นาที 

                       final extention ที่อุณหภูมิ 72Oซ  เปนเวลา   7   นาที 

 

ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 

(Perkin Elmer, USA) ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ตามวิธีที่กลาวไวในขอ 3.8.3.3 

 

 3.11.5  การสกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep 

Kit (Qiagen, Germany)   

 

นําโคโลนีสีขาวในขอ 3.11.4 ที่มียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยูในรีคอมบิแนนท 

พลาสมิดมาสกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit 

(Qiagen, Germany) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต ดังที่กลาวไวในขอ 3.9.1 

 

3.11.6  ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  (Polymerase Chain Reaction, PCR)   

 

นําพลาสมิดที่สกัดไดในขอ 3.11.5 เปนแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เพื่อ

ยืนยันผลที่ไดในขอ 3.11.4 โดยใช forward primer และ reverse primer คือ Dex8F และ 

Dex10R ตามลําดับ โดยสารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเปนตามที่

กลาวไวในขอ 3.9.3  
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โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  เปนดังนี้ 

 

  hot start  ที่อุณหภูมิ 94Oซ  เปนเวลา   5   นาท ี

                       denaturation ที่อุณหภูมิ 94Oซ  เปนเวลา 45   วินาที 

                       annealing ที่อุณหภูมิ 48 Oซ  เปนเวลา   1    นาที          35 รอบ 

                       extention ที่อุณหภูมิ 72Oซ  เปนเวลา   4    นาที 

                       final extention ที่อุณหภูมิ 72Oซ  เปนเวลา  10   นาที 

 

ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 

(Perkin Elmer, USA) ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ตามวิธีที่กลาวไวในขอ 3.7.4.2.1 

 
3.12  การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสยีนเดกซแทรนเนส 

 

 หาลําดับนิวคลีโอไทดของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากขอ 3.11.5 โดยใชบริการของบริษัท 

Macrogen (ประเทศเกาหลี) และ/หรือ บริษัท 1st Base (ประเทศมาเลเซีย) จากนั้นวิเคราะหลําดับ

นิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสยีนเดกซแทรนเนสที่สมบูรณแลวดวยโปรแกรม DNASIS, BlastX, 

ClustalX, PHYLIP, Neighbor Joining, Seqboot, Consense และ TreeView 

 
3.13  การตรวจสอบยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสที่โคลนไดวามีอยูในจีโนมิกดีเอ็นเอ
ของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 ดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน (hybridization)   
 

 3.13.1 ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 

 

นําพลาสมิดที่สกัดไดในขอ 3.11.5 เปนแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เพื่อ

เพิ่มยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสที่แทรกอยูในรีคอมบิแนนทพลาสมิด โดยใช forward primer 

และ reverse primer คือ Dex8F และ Dex10R ตามลําดับ ที่ออกแบบในขอ 3.10.1 ในการทํา

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยสารละลายที่ใชเปนสวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเปน

ตามที่กลาวไวในขอ 3.9.3 และโปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเปนตามที่กลาวไวใน

ขอ 3.11.6 
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 3.13.2 การติดฉลากดีเอ็นเอติดตามดวย Digoxigenin-dUTP โดยวิธี Random Labeling 

 

นําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดในขอ 3.13.1 มาสรางเปนดีเอ็นเอติดตามดวยการทําอะ

กาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส เพื่อแยกชิ้นดีเอ็นเอที่เปนผลิตภัณฑ PCR ที่ตองการออกจากดีเอ็นเอ

อ่ืนๆ และสกัดแยกชิ้นดีเอ็นเอดังกลาวออกจากอะกาโรสเจลดวยชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรส

เจล QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต ดังที่กลาว

ไวในขอ 3.8.1 จากนั้นติดฉลากดวยชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime 

DNA Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Germany) (ภาคผนวก ข31) ตามวิธีที่ระบุ

โดยบริษัทผูผลิตดังนี้  ใสสารละลายดีเอ็นเอปริมาตร 16 ไมโครลิตร (ประมาณ 1 ไมโครกรัม) ลงใน

หลอดไมโครฟวจ นําไปตมในนํ้าเดือดนาน 10 นาที เพื่อแยกสายดีเอ็นเอ แลวแชในน้ําแข็งทันที 

เติมสารละลาย DIG High Prime (หลอดหมายเลข 1 ของชุดสําเร็จรูป) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร 

ผสมเบาๆ ใหเขากัน บมในอางน้ําอุณหภูมิ 37Oซ เปนเวลา 20 ชั่วโมง หยุดปฎิกิริยาโดยเติม

สารละลาย EDTA คาความเปนกรด-ดาง 8.0 ความเขมขน 0.2 โมลาร (ภาคผนวก ข32) ปริมาตร 

2 ไมโครลิตร เก็บรักษาดีเอ็นเอติดตามไวที่อุณหภูมิ -20Oซ  

 

เจือจางดีเอ็นเอติดตามที่ถูกติดฉลากดวย digoxigenin (DIG) แลว ดวย DNA 

dilution buffer (หลอดหมายเลข 3 ของชุดสําเร็จรูป) ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1 นาโนกรัม/

ไมโครลิตร จากนั้นใชเปนดีเอ็นเอตั้งตนสําหรับนําไปเจือจาง ตามตารางที่ 3.4 ตอไป 
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ตารางที่ 3.4 วิธีเจือจางสารละลายดีเอ็นเอสําหรับประเมินประสิทธิภาพของดีเอ็นเอติด
ตามที่ถูกติดฉลาก 
 

หลอดที ่ ปริมาตร 

สารละลาย 

ดีเอ็นเอ 

(ไมโครลิตร) 

เจือจางจาก 

หลอดที ่

DNA dilution buffer 

(หลอดหมายเลข 3 

ของชุดสําเร็จรูป) 

(ไมโครลิตร) 

ความ

เจือจาง 

สารละลายดีเอ็นเอ

ความเขมขน

สุดทาย 

1  ดีเอ็นเอตั้งตน     1    ng/μl 

2 2 1 198 1:100        10    pg/ μl 

3 15 2 35 1:3.3          3    pg/ μl 

4 5 2 45 1:10          1    pg/ μl 

5 5 3 45 1:10       0.3    pg/ μl 

6 5 4 45 1:10       0.1    pg/ μl 

7 5 5 45 1:10     0.03    pg/ μl 

8 5 6 45 1:10     0.01    pg/ μl 

9 0 - 50 -         0     pg/ μl 

 

นําสารละลายดีเอ็นเอที่เจือจางแลวหลอดที่ 1-9  อยางละ 1 ไมโครลิตร หยดลงบน

ไนลอนเมมเบรนที่ตัดไวเปนแถบยาว โดยทําควบคูกับสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐานความเขมขน   

5 นาโนกรัมตอไมโครลิตร (หลอดหมายเลข 2 ของชุดสําเร็จรูป) โดยเจือจางเชนเดียวกับวิธีการ

ขางตนแลวหยดลงบนไนลอนเมมเบรนเชนเดียวกัน ทิ้งไวใหแหง จากนั้นตรึงดีเอ็นเอใหเกาะติดบน

เมมเบรนดวยการวางเมมเบรนดานที่มีดีเอ็นเอไปฉายดวยแสงอัลตราไวโอเลต ความยาวคลื่น 254 

นาโนเมตร ประมาณ 3 นาที ทําซ้ํา 2 คร้ัง แลวนําไนลอนเมมเบรนที่ไดใสในกลองพลาสตกิแลวเตมิ 

maleic acid buffer ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขยาเบาๆเปนเวลา 2 นาที (ภาคผนวก ข31) เท

บัฟเฟอรทิ้ง จากนั้นเติม blocking solution (ภาคผนวก ข31) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ 

เปนเวลา 30 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง แลวเติมสารละลายแอนติบอดี (Anti-DIG-AP conjugate) ที่

เตรียมโดยการเจือจาง Anti-DIG-AP conjugate (ภาคผนวก ข31) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ใน 

blocking solution ปริมาตร 20 มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชในหลอดพลาสติกฝาเกลียว) (เจือจาง 

1:5,000) เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง แลวลาง Anti-DIG-AP conjugate สวนเกิน

ออกดวย washing buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เปนเวลา 15 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง 

ทําซ้ํา 2 คร้ัง เติม detection buffer (ภาคผนวก ข31) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เปนเวลา  
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5 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง จากนั้นเตรียมซับสเตรต NBT/BCIP (ภาคผนวก  ข31) โดยเจือจาง

สารละลายในหลอดหมายเลข 5 ของชุดสําเร็จรูป ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ใน detection buffer 

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชในหลอดพลาสติกฝาเกลียวที่หุมปองกันแสง) ยายไนลอนเมม

เบรนมาใสในกลองพลาสติกกลองใหมแลวเทซับสเตรตที่เตรียมไวลงบนไนลอนเมมเบรน บม

ไนลอนเมมเบรนในที่มืดจนเกิดจุดสัญญาณสีมวงน้ําเงิน เมื่อจุดสีบนไนลอนเมมเบรนเกิดขึ้นจน

ชัดเจนแลวใหลางไนลอนเมมเบรนดวยน้ํากลั่น  เปนเวลา  5 นาที ทิ้งไวใหแหง  ประเมิน

ประสิทธิภาพการติดฉลากโดยการเทียบสีที่เกิดขึ้นจากดีเอ็นเอความเขมขนตางๆ กับดีเอ็นเอ

มาตรฐาน  

 

3.13.3  การเตรียมไนลอนเมมเบรนที่มีจีโนมิกดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ 

SMCU 3-14 สําหรับการไฮบริไดซ 
 

3.13.3.1  การตัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 ดวย

เรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ 

 

นําดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 ที่สกัดไดในขอ 

3.6.3 มาตดัดวยเรสทริกชันเอนไซม 6 ชนิด ไดแก BamHI, EcoRI, HindIII (Biolabs, UAS), PstI 

(Fermentas, USA), KpnI และ XbaI (Promega, USA) อยางสมบูรณ ตามวิธีที่ระบุโดย

บริษัทผูผลิต โดยใชสวนผสมของปฏิกิริยาดังตอไปนี้ 

 

ดีเอ็นเอ     5-10 ไมโครกรัม 

10X บัฟเฟอร    1/10 ของปริมาตรทั้งหมด 

10X BSA สําหรับเรสทริกชันเอนไซม BamHI 1/10 ของปริมาตรทั้งหมด 

เรสทริกชันเอนไซม    1-1.5 ยูนิตตอไมโครกรมัของดีเอ็นเอ 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ    ปรับใหไดปริมาตรสุดทายตามตองการ 

 

ผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 37Oซ เปนเวลา 4 ชั่วโมง   

 

3.13.3.2  การยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมมเบรน (Southern blot) 
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นําดีเอ็นเอที่ตัดแลวจากขอ 3.13.3.1 มาทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซสิ

เปรียบเทียบกับขนาดของดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder โดยใชดีเอ็นเอของราชนิดอื่นที่ไมมี

ยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสที่ตัดดวย BamHI เปนตัวควบคุมผลลบ (negative control) 

จากนั้นยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด แลวถายภาพเก็บไวโดยใชไมบรรทัดแนบ

ดานขางอะกาโรสเจลเพื่อระบุระยะทางการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอ 

 

เตรียมอะกาโรสเจลเพื่อยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผน    

ไนลอนเมมเบรน โดยทุกขั้นตอนทําที่อุณหภูมิหองดังนี้ แชอะกาโรสเจลดวย depurination 

solution (ภาคผนวก ข25) ในกลองพลาสติก โดยใหสารละลายทวมเจล เขยาเบาๆ เปนเวลา 10 

นาที เทสารละลายทิ้งแลวลางเจลดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ จากนั้นเติม denaturation buffer 

(ภาคผนวก ข26) ใหทวมเจล เขยาเบาๆ เปนเวลา 10 นาที เทสารละลายทิ้งแลวลางเจลดวยน้ํา

ปลอดประจุปลอดเชื้อ จากนั้นเติม neutralization buffer (ภาคผนวก ข27) ใหทวมเจล เขยาเบาๆ 

เปนเวลา 30 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง แลวเติม 20X SSC (ภาคผนวก ข28) ใหทวมเจล เขยาเบาๆ เปน

เวลา 10 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง 

 

ยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผนไนลอนเมมเบรนดวยวิธี 

Capillary transfer (Sambrook และ Russell, 2001) โดยการวัดขนาดของชิ้นอะกาโรสเจลที่

เตรียมไว โดยกําหนดใหขนาด A  คือขนาดเทากับขนาดของแผนอะกาโรสเจล ขนาด B คือขนาด

ความกวางเทากับดานกวางของอะกาโรสเจลแตความยาวจะยาวกวาดานยาวของอะกาโรสเจล  

ตัดไนลอนเมมเบรนใหมีขนาด A จํานวน 1 แผน ตัดกระดาษกรองใหมีขนาด A จํานวน 3 แผน 

และขนาด B จํานวน 2 แผน ตัดกระดาษทิชชูใหมีขนาด A เพื่อใชเปน paper tower สูงประมาณ 

15 เซนติเมตร การจัดวางชั้นตางๆของการยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผนไนลอนเมมเบรน

แสดงไวในรูปที่ 3.2 โดยเริ่มจากการเติม 20X SSC ซึ่งเปน transfer buffer ลงในถาดพลาสติก

ปริมาตรพอประมาณ นํากระดาษกรองขนาด B ที่อ่ิมตัวดวย 20X SSC วางพาดบนแผนกระจก

โดยใหปลายทั้งสองขางของกระดาษกรองแชในบัฟเฟอรเพื่อเปนสะพานให 20X SSC เคลื่อนที่

ข้ึนมา จากนั้นวางกระดาษกรองขนาด B อีกแผนหนึ่งที่อ่ิมตัวดวย 20X SSC ลงบนกระดาษแผน

แรก แลวนําอะกาโรสเจลที่เตรียมไววางลงดานบนในลักษณะที่คว่ําหนาเจลลงดานลาง แลววาง

ไนลอนเมมเบรนที่อ่ิมตัวดวย 20X SSC ลงบนเจล โดยตองระวังไมใหเกิดฟองอากาศขึ้นในแตละ

ชั้น จากนั้นจึงวางกระดาษกรองขนาด A ทีละแผน จํานวน 3 แผนลงไป แลววางชั้นของกระดาษ

ทิชชูและน้ําหนักกดดานบน ตามลําดับ ยึดชั้นตางๆใหมั่นคงดวยกระดาษกาว และระวังไมใหชั้น
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ทิชชูแตะโดนอะกาโรสเจลหรือกระดาษกรองดานลาง ตั้งทิ้งไวใหบัฟเฟอรเคลื่อนที่ขึ้นมาเปนเวลา

ขามคืน 

 

 
 
รูปที่ 3.2 แผนภาพแสดงการจัดวางชัน้ตางๆในการยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยงั
ไนลอนเมมเบรน โดยวิธ ีCapillary transfer 

 

ภายหลังจากการเคลื่อนยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมม

เบรน ยกชั้นที่อยูเหนือไนลอนเมมเบรนออก แลวใชกรรไกรที่สะอาดตัดที่มุมดานหนึ่งเพื่อเปนการ

บงบอกถึงดานของไนลอนที่มีดีเอ็นเออยู รอใหไนลอนเมมเบรนแหง แลวตรึงดีเอ็นเอใหติดบน

ไนลอนเมมเบรนดวยการนําไนลอนเมมเบรนดานที่มีดีเอ็นเอไปฉายดวยแสงอัลตราไวโอเลต

ประมาณ 3 นาที ทําซ้ํา 2 คร้ัง เก็บไนลอนเมมเบรนไวระหวางกระดาษกรอง 2 แผน ที่อุณหภูมิหอง

ไดนาน 6 เดือน 

 

3.13.3.3  พรีไฮบริไดเซชันและไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม 

 

ทําพรีไฮบริไดเซชัน (prehybridization) โดยนําไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็น

เอจากขอ 3.13.3.2 ใสในหลอดไฮบริไดเซชัน เติมสารละลาย DIG Easy Hyb (ภาคผนวก ข31) ซึ่ง

อุนไวที่อุณหภูมิที่จะทําไฮบริไดเซชัน (อุณหภูมิ 42Oซ) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ตอ 100 ตาราง

เซนติเมตร นําไปบมในเครื่อง hybridization oven ที่อุณหภูมิ 42Oซ ดวยอัตราการหมุนชาและคงที่ 

เปนเวลา 30 นาที  

 

เตรียมสารละลายดีเอ็นเอติดตามสําหรับการไฮบริไดซ โดยนําดีเอ็นเอติด

ตามที่เตรียมไดในขอ 3.13.2 ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตร (ใหมีความเขมขน 25 นาโนกรัมตอ
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สารละลาย DIG Easy Hyb ปริมาตร 1 มิลลิลิตร) ตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที เพื่อดีเนเจอรดี

เอ็นเอติดตาม แลวแชในอางน้ําแข็งทันที จากนั้นนําไปผสมกับสารละลาย DIG Easy Hyb ซึ่งอุน

ไวที่อุณหภูมิที่จะทําไฮบริไดเซชัน (อุณหภูมิ 42Oซ) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยการ

กลับหลอดเบาๆ 

 

เมื่อทําพรีไฮบริไดเซชันเสร็จแลว เทสารละลาย DIG Easy Hyb ทิ้ง แลว

ใสสารละลายดีเอ็นเอติดตามที่เตรียมไวขางตนลงไป นําไปบมในเครื่อง hybridization oven ที่

อุณหภูมิ 42Oซ ดวยอัตราการหมุนชาและคงที่ เปนเวลาขามคืน (16-18 ชั่วโมง) (สารละลายดีเอ็น

เอติดตามที่ใชแลวสามารถนํากลับมาใชไดอีกหลายครั้ง ดวยการเก็บรักษาในหลอดพลาสติกฝา  

เกลียวที่อุณหภูมิ -20Oซ เมื่อนํากลับมาใชในครั้งตอไปตองดีเนเจอรดีเอ็นเอติดตามที่อุณหภูมิ   

68Oซ  เปนเวลา 10 นาที กอนจะนําไปไฮบริไดซ)  

 

เมื่อเสร็จส้ินการไฮบริไดซแลว นําไนลอนเมมเบรนที่ไดมาลางดีเอ็นเอ

ติดตามสวนเกินออก โดยการนํามาใสในกลองพลาสติกแลวลางดีเอ็นเอติดตามที่จับกับไนลอน   

เมมเบรนออกดวยสารละลาย 2XSSC/0.1% SDS (ภาคผนวก ข29) ปริมาตร 25-50 มิลลิลิตร ที่

อุณหภูมิหอง พรอมกับการเขยาเบาๆ เปนเวลา 5 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง ทําซ้ํา 2 คร้ัง จากนั้น

ลางอีก 2 คร้ังดวย 0.5%SSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ข30) ปริมาตร 25-50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 

68Oซ เปนเวลา 15 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง 

 

ตรวจหาตําแหนงดีเอ็นเอที่ไฮบริไดซไดกับดีเอ็นเอติดตาม ดวยวิธี 

Enzyme Immunoassay โดยใชชุดติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime Labeling and 

Detection Starter Kit I (Roche, Germany) (ภาคผนวก ข31) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังนี้ 

(ทุกขั้นตอนทําที่อุณหภูมิหอง) เร่ิมจากการนําไนลอนเมมเบรนที่ลางดีเอ็นเอติดตามสวนเกินออก

แลวมาลางดวย washing buffer (ภาคผนวก ข31) ในกลองพลาสติกโดยใหปริมาตรทวมไนลอน

เมมเบรน เขยาเบาๆ เปนเวลา 5 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง จากนั้นเติม blocking solution (ภาคผนวก   

ข31)ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง แลวเติมสารละลาย

แอนติบอดี (Anti-DIG-AP conjugate) ที่เตรียมโดยการเจือจาง  Anti-DIG-AP conjugate 

(ภาคผนวก ข31) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ใน blocking solution ปริมาตร 20 มิลลิลิตร (เตรียมกอน

ใชในหลอดพลาสติกฝาเกลียว) (เจือจาง 1:5,000) เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง 

แลวลาง Anti- DIG-AP conjugate สวนเกินออกดวย washing buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

เขยาเบาๆ เปนเวลา 15 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง ทําซ้ํา 2 คร้ัง เติม detection buffer (ภาคผนวก ข31) 
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ปริมาตร 20มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เปนเวลา 5 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง จากนั้นเตรียมซับสเตรต 

NBT/BCIP (ภาคผนวก ข31) โดยเจือจางสารละลายในหลอดหมายเลข 5 ของชุดสําเร็จรูป 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใน detection buffer ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชในหลอด

พลาสติกฝาเกลียวที่หุมปองกันแสง) ยายไนลอนเมมเบรนมาใสในกลองพลาสติกกลองใหม 

จากนั้นเทซับสเตรตที่เตรียมไวลงบนไนลอนเมมเบรน นําไปบมในที่มืด (หามเขยา) ตั้งทิ้งไวจนกวา

จะเกิดแถบสีชัดเจน (ประมาณ 1 ชั่วโมง-16 ชั่วโมง) เมื่อเสร็จส้ินการบมกับซับสเตรตแลวลางเมม

เบรนในน้ํากลั่นปลอดประจุปลอดเชื้อ เปนเวลา 10 นาที ซับและปลอยใหแหง แลวบันทึกผลการ

ทดลอง 

 
3.14  การพิสูจนเอกลักษณของรา Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14  
 
 3.14.1 ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR)  

 

นําโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 ที่สกัดไดใน

ขอ 3.6.3 เปนแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยใช universal  ITS ไพรเมอร ซึ่งไดแก ไพร

เมอร ITS1 และ ITS4 (ตารางที่ 3.3) ในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส โดยสารละลายที่ใชเปน

สวนผสมในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเปนดังนี้ 

 

  - 10X Taq DNA polymerase buffer        5       ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1X Taq DNA polymerase buffer ) 

- สารละลาย ITS1 primer  ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร      1       ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย ITS4 primer ความเขมขน 50 ไมโครโมลาร      1       ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 1 ไมโครโมลาร) 

- สารละลาย dNTP ความเขมขนของแตละชนิด 10 มิลลิโมลาร      4  ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 200 ไมโครโมลาร) 

-สารละลาย MgCl2  ความเขมขน 25 มิลลิโมลาร                                1  ไมโครลิตร   

  (ความเขมขนสุดทาย 2.5 มิลลิโมลาร) 

- เอนไซม Taq DNA polymerase ความเขมขน 5 หนวยตอไมโครลิตร    0.5 ไมโครลิตร 

  (ความเขมขนสุดทาย 2.5 หนวย) 
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ดีเอ็นเอแมแบบจากขอ 3.6.3                   1 ไมโครลิตร 

น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ                  36.5 ไมโครลิตร 

ปริมาตรสุทธ ิ                                                                                           50     ไมโครลิตร 

          

โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  เปนดังนี้ 

 

  hot start  ที่อุณหภูมิ 94Oซ  เปนเวลา   5   นาท ี

                       denaturation ที่อุณหภูมิ 94Oซ  เปนเวลา 45   วินาที 

                       annealing ที่อุณหภูมิ 48 Oซ  เปนเวลา   1    นาที          35 รอบ 

                       extention ที่อุณหภูมิ 72Oซ  เปนเวลา   2    นาที 

                       final extention ที่อุณหภูมิ 72Oซ  เปนเวลา   7    นาที 

 

ดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) 

(Perkin Elmer, USA) ตรวจสอบผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ตามวิธีที่กลาวไวในขอ 3.8.3.3 

 

 3.14.2 การสกัดผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสใหบริสุทธิ์ 

 

แยกผลิตภัณฑที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในขอ 3.14.1 จากอะกาโรสเจล 

ดวยชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) 

ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิตตามที่กลาวไวในขอ 3.8.1 

 

3.14.3 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS เพื่อพิสูจนเอกลักษณของ Penicillium                         

sp. สายพนัธุ SMCU 3-14  

 

หาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของผลิตภัณฑ PCR จากขอ 3.14.2 โดยใช

บริการของบริษัท Macrogen (ประเทศเกาหลี) จากนั้นนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ที่

ไดไปเปรียบเทียบกับขอมูลที่มีอยูในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BlastN เวอรชัน 2.2.15 

แลวเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดโดยโปรแกรม PHYLIP เวอรชัน 3572c 



 บทที่  4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1  การเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีนเดกซแทรนเนสจากโครโมโซมของ Penicillium sp. 
สายพันธุ SMCU3-14 โดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
 
 4.1.1  การออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรสําหรับใชในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส   
 
                      จากการวิเคราะหยีนที่ประมวลรหัสเดกซแทรนเนส 3 ลําดับ จากรา 2 สายพันธุ ที่มี

รายงานไวในฐานขอมูล Genbank ดวยโปรแกรม Clustal X เวอรชั่น 1.83 ไดผลการวิเคราะหดัง

แสดงไวในภาคผนวก ค1 และสามารถออกแบบไพรเมอร Dex1F, Dex2F, Dex1R และ Dex2R 

ตามที่ระบุตําแหนงในภาคผนวก ค1 ผลการทดลองจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชคูไพร

เมอร Dex1F กับ Dex1R และคูไพรเมอร Dex2F กับ Dex2R ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาด 1.0 กิโล

เบส และ 600 คูเบส ตามลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 4.1 
 

 

 
 
รูปที่ 4.1  ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิ
เมอเรสโดยใชคูไพรเมอร Dex1F กับ Dex1R และคูไพรเมอร Dex2F กับ Dex2R  
 

ชองที่ 1  1 kb DNA ladder 

ชองที่ 2 และ 3  ผลิตภัณฑ PCR จากคูไพรเมอร Dex1F กับ Dex1R และคูไพรเมอร 

Dex2F กับ Dex2R ตามลําดับ  

ชองที่ 4  ผลิตภัณฑ PCR จากการใชน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อแทนดีเอ็นเอ  

     (ตัวควบคุมผลลบ) 

       กิโลเบส                            1          2          3          4 

 0.5 

1.0 
1.5 

 2.0 
  3.0 
 4.0 
  5.0 

   6.0 
   8.0 
  10.0 

 1.0  กิโลเบส 
    0.6  กิโลเบส 
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เมื่อโคลนผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 600 คูเบส ที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซ     

พอลิเมอเรสเขากับพลาสมิด pDrive Cloning Vector (แผนที่แสดงลักษณะของพลาสมิด pDrive 

Cloning Vector แสดงในภาคผนวก ค2) แลวทรานสฟอรมเขาใน E.coli DH5α สามารถคัดเลือก

โคลนที่มีผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 600 คูเบส และตั้งชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ไดวา 

pPT-1 จากนั้นหาลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของผลิตภัณฑ PCR ในรีคอมบิแนนทพลาสมิด  

pPT-1 โดยใชไพรเมอร M13 forward ที่จําเพาะกับตําแหนงบนพลาสมิด pDrive Cloning Vector 

เมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR ที่ไดกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 

GenBank ดวยโปรแกรม BlastN เวอรชัน 2.2.15 พบวาลําดับนิวคลีโอไทดมีความเหมือน 99% 

กับยีนเอนโดเดกซแทรนเนสของ Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 (L41562 และ Garcia 

และคณะ, 1996), 97% กับยีนเดกซแทรนเนสของ Penicillium funiculosum (AJ272066), และ 

88% กับยีนเดกซแทรนเนสไอโซฟอรมของ Penicillium minioluteum (AF020619) ดังแสดงใน

ภาคผนวก ค3, ค4, และ ค5 ตามลําดับ 

 

นอกจากนี้ยังนําลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของผลิตภัณฑ PCR ขนาด 1.0 กิโล

เบส ที่ไดจากคูไพรเมอร  Dex1F กับ Dex1R มาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 

GenBank ดวยโปรแกรม BlastN พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดมีความเหมือน 99% กับยีนเอนโดเดกซ

แทรนเนสของ Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 (L41562 และ Garcia และคณะ, 1996), 

96% กับยีนเดกซแทรนเนสของ Penicillium funiculosum (AJ272066), และ 88% กับยีนเดกซ

แทรนเนสไอโซฟอรมของ Penicillium minioluteum (AF020619) ดังแสดงในภาคผนวก ค6, ค7, 

และ ค8 ตามลําดับ 

 

    เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดจาก pPT-1 และลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของ

ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากคูไพรเมอร Dex1F กับ Dex1R มาวิเคราะหดวยโปรแกรม DNASIS 

พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากการใชไพรเมอรดังกลาวมีความตอเนื่องกัน ทําใหทราบลําดับ   

นิวคลีโอไทดบางสวนของยีนเดกซแทรนเนสของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 ดังแสดง

ในรูปที่ 4.2 จากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดนี้จึงใชออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่มี

ความจําเพาะกับยีนเดกซแทรนเนส  สําหรับใชในปฏิกิ ริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยชุด BD 

GenomeWalkerTM Universal Kit (BD BioScience, USA) ในการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีน

เดกซแทรนเนสจากโครโมโซมของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 โดยใชขอมูลลําดับ       

นิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสที่ทราบแลวนี้ที่บริเวณปลาย 5’ เพื่อใชหาลําดับนิวคลีโอไทด

ของยีนเดกซแทรนเนสที่อยูถัดลงมา โดยออกแบบ forward primer 2 เสน คือ forward primer ที่
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อยูดานนอก (outer forward primer) และ forward primer ที่อยูดานใน (nested forward 

primer) โดยตั้งชื่อวา Dex3F และ Dex4F ตามลําดับ (รูปที่ 3.1 และ 4.2) และออกแบบโอลิโก     

นิวคลีโอไทดไพรเมอรโดยใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสที่บริเวณปลาย 3’ เพื่อใชหา

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสที่อยูถัดขึ้นไป โดยออกแบบ reverse primer 2 เสน คือ  

reverse primer ที่อยูดานนอก (outer reverse primer) และ reverse primer ที่อยูดานใน 

(nested reverse primer) โดยตั้งชื่อวา Dex5R และ Dex6R ตามลําดับ (รูปที่ 3.1และ 4.2) ตามที่

กลาวไวในขอ 3.7.4.1  

 

 
 5’     1 GCAAC CTGTC CACCA GGGAA CGTGC GCCAA TCTCA CAAGT ATTCC GTGCA 
                                              Dex3F primer 
       51 AGTGA GCCTA GCTGG TACAA ACAAT TTTCA TGACT CCTTT GTATA TGAAT 
                                                      Dex4F primer 
      101 CGATC CCCCG GAACG GAAAT GGTCG CATCT ATGCT CCCAC CGATC CACCC 
      151 AACAG CAACA CACTA GATTC AAGTG TGGAT GATGG AATCT CGATT GAGCC 
      201 TAGTA TCGGC CTTAA TATGG CATGG TCCCA ATTCG AGTAC AGCCA CGATG 
      251 TAGAT GTAAA GATCC TGGCC ACTGA TGGCT CATCG TTGGG CTCGC CAAGT 
      301 GATGT TGTTA TTCGC CCCGT CTCAA TCTCC TATGC GATTT CTCAG TCTGA 
      351 CGATG GTGGG ATTGT CATCC GGGTC CCAGC CGATG CGAAC GGCCG CAAAT 
      401 TTTCA GTTGA GTTCA AAACT GACCT GTACA CATTC CTCTC TGATG GCAAT 
      451 GAGTA CGTCA CATCG GGAGG CAGCG TCGTC GGCGT TGAGC CTACC AACGC 
      501 ACTTG TGATC TTCGC AAGTC CGTTT CTTCC TTCTG GCATG ATTCC TCATA 
      551 TGACA CCCGA CAACA CGCAG ACCAT GACGC CAGGT CCTAT CAATA ACGGC 
      601 GACTG GGGCG CCAAG TCAAT TCTTT ACTTC CCACC AGGTG TATAC TGGAT 
      651 GAACC AAGAT CAATC GGGCA ACTCG GGGAA GTTAG GATCT AATCA TATAC 
      701 GTCTA AACTC GAACA CTTAC TGGGT CTACC TTGCC CCCGG TGCGT ACGTG 
      751 AAGGG TGCTA TAGAG TATTT TACCA AGCAG AACTT CTATG CAACT GGTCA 
      801 TGGTA TCCTA TCGGG TGAAA ACTAT GTTTA CCAAG CCAAT GCCGG CGACA 
                                                         Dex6R primer            
      851 ACTAT GTTGC AGTCA AGAGC GATTC AACCA GCCTC CGGAT GTGGT GGCAC 
      901 AATAA CCTTG GGGGT GGTCA AACAT GGTAC TGCGT T   3’ 
                                                                                                    Dex5R primer                                   
                                

 
รูปที่ 4.2  ลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีนเดกซแทรนเนสใน Penicillium sp. สายพันธุ 
SMCU3-14 อักษรที่ขีดเสนใต คือ บริเวณที่ออกแบบเปนโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร และลูกศร

แสดงทิศทาง 5’          3’ ของไพรเมอร 
 
 4.1.2  การทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 1  
 
            หลังจากตัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 ดวย

เรสทริกชันเอนไซม 4 ชนิด ไดแก DraI, EcoRV, PvuII และ StuI ตามวิธีการที่กลาวไวในขอ 3.7.1 

แลวชิ้นดีเอ็นเอที่ไดถูกนํามาไลเกตเขากับอะแด็ปเตอร ตามวิธีการที่กลาวไวในขอ 3.7.3 และ
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จากนั้นนํามาใชเปนแมแบบในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 1 เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวน

ของยีนเดกซแทรนเนสจากโครโมโซมของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 โดยใชคูไพรเมอร

ตางๆ ดังนี้ 

 

    4.1.2.1  โดยใชไพรเมอร Dex5R และ AP1 

 

                                   เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีนเดกซแทรนเนสสวนที่อยูถัดจากไพรเมอร 

Dex5R ขึ้นไป  ไดใช reverse primer (Dex5R) รวมกับ outer adaptor primer 1 (AP1) ในการทํา

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามวิธีการที่กลาวไวในขอ 3.7.4.2.1 หลังจากดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอ

ลิเมอเรสแลวตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ที่ไดโดยทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ไดผลดังแสดง

ในรูปที่ 4.3  จากรูปพบวา ไดผลิตภัณฑ PCR ที่จําเพาะจากโครโมโซมอลดีเอ็นเอที่ตัดอยาง

สมบูรณดวย DraI (ชองที่2), EcoRV (ชองที่ 3), PvuII (ชองที่ 4) และ StuI (ชองที่ 5) ซึ่งดีเอ็นเอ

แมแบบจากเรสทริกชันเอนไซมแตละชนิดใหผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 3.9, 2.6, 3.0 และ 

2.0 กิโลเบส ตามลําดับ ในขณะที่ไมเกิดผลิตภณัฑ PCR กับชุดควบคุมผลลบ (ชองที่ 6)  

 

4.1.2.2  โดยใชไพรเมอร Dex3F และ AP1 

 

                                 เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีนเดกซแทรนเนสสวนที่อยูถัดจากไพรเมอร 

Dex3F ลงมา ไดใช forward primer ที่อยูดานนอก (Dex3F) รวมกับ outer adaptor primer 1 

(AP1) ในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามวิธีการที่กลาวไวในขอ 3.7.4.2.2 หลังจากดําเนิน

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแลวตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ที่ไดโดยทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทร     

โฟเรซิส ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.3 จากรูปพบวา ไดผลิตภัณฑ PCR ที่จําเพาะจากโครโมโซมอล   

ดีเอ็นเอที่ตัดอยางสมบูรณดวย DraI (ชองที่ 9), EcoRV (ชองที่ 10) และ PvuII (ชองที่ 11) ซึ่ง      

ดีเอ็นเอแมแบบจากเรสทริกชันเอนไซมแตละชนิดใหผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 2.6,1.4 และ 

2.5 กิโลเบส ตามลําดับ ในขณะที่ไมเกิดผลิตภัณฑ PCR จากดีเอ็นเอแมแบบจากเรสทริกชัน

เอนไซม StuI (ชองที่ 12) และจากชุดควบคุมผลลบ (ชองที่ 8)  

 

4.1.2.3  ชุดควบคุมผลบวก 

 

ชุดควบคุมผลบวกในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสไดใช Human Positive 

Control Library เปนแมแบบ และใชไพรเมอร Positive Control tPA primer (PCP1) รวมกับ 
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outer adaptor primer 1 (AP1) จากชุด BD GenomeWalkerTM  Universal Kit (BD BioScience, 

USA) ในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสตามวิธีการที่กลาวไวในขอ 3.7.4.2.3 หลังจากดําเนิน

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแลวตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ที่ไดโดยทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟ     

เรซิส พบวา เกิดผลิตภัณฑ PCR กับชุดควบคุมผลบวก ขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส ดังแสดงในรปู

ที่ 4.3 (ชองที่ 7)   

 

 
                                      

 
 

รูปที่ 4.3 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิ
เมอเรสครั้งที่ 1 
 
ชองที่ 1 และ 13  1 kb DNA ladder และ 100 bp DNA ladder ตามลําดับ 

ชองที่ 2-5 ผลิตภัณฑ PCR จากการใชดีเอ็นเอที่ตัดอยางสมบูรณดวย DraI, 

EcoRV, PvuII และ StuI ตามลําดับ จากนั้นไลเกตเขากับอะแด็ปเตอร 

แลวใชเปนแมแบบสําหรับ PCR โดยใชคูไพรเมอร Dex5R กับ AP1 

ชองที่ 6 และ 8 ผลิตภัณฑ PCR จากการใชน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อแทนดีเอ็นเอ โดยใช

คูไพรเมอร Dex5R กับ AP1 และคูไพรเมอร Dex3F กับ AP1 ตามลําดับ 

(ตัวควบคุมผลลบ) 

ชองที่ 7 ผลิตภัณฑ PCR จากการใช BD GenomeWalker Human Positive 

Control Library เปนแมแบบ และใชคูไพรเมอร PCP1 กับ AP1 (เปนตัว

ควบคุมผลบวก) 

ชองที่ 9-12 ผลิตภัณฑ PCR จากการใชดีเอ็นเอที่ตัดอยางสมบูรณดวย DraI, 

EcoRV, PvuII และ StuI ตามลําดับ จากนั้นไลเกตเขากับอะแด็ปเตอร 

แลวใชเปนแมแบบสําหรับ PCR โดยใชคูไพรเมอร Dex3F กับ AP1 
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 4.1.3  การทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 2 
 

เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีนเดกซแทรนเนสของผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากขอ 

4.1.2 ใหมีความจําเพาะมากขึ้น ไดใชเทคนิคการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแบบ Nested PCR 

โดยไพรเมอรคูที่อยูดานใน ซึ่งใหผลการทดลองดังนี้ 

 

    4.1.3.1  โดยใชไพรเมอร Dex6R และ AP2 

      

เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีนเดกซแทรนเนสสวนที่อยูถัดจากไพรเมอร 

Dex5R ข้ึนไป ไดนําผลิตภัณฑ PCR จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 1 ในขอ 4.1.2.1 ที่ได

จากโครโมโซมอลดีเอ็นเอที่ตัดอยางสมบูรณดวย EcoRV และ PvuII มาเจือจางประมาณ 50 เทา 

เพื่อนํามาใชเปนแมแบบในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 2 โดยใช reverse primer ที่อยู

ดานใน (Dex6R) รวมกับ nested adaptor primer 2 (AP2) แลวทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

ตามวิธีการที่กลาวไวในขอ 3.7.4.3.1 จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ที่ไดโดยทําอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.4 ซ่ึงพบวา ชิ้นสวนของยีนเดกซแทรนเนสที่อยูเหนือ

ไพรเมอร Dex6R ข้ึนไป เมื่อใชผลิตภัณฑ PCR คร้ังที่ 1 จากโครโมโซมอลดีเอ็นเอที่ตัดดวย EcoRV 

เปนแมแบบ (ชองที่ 2) และ ผลิตภัณฑ PCR คร้ังที่ 1 จากโครโมโซมอลดีเอ็นเอที่ตัดดวย PvuII 

เปนแมแบบ (ชองที่ 3) มีขนาดประมาณ 2.5 และ 2.65 กิโลเบส ตามลําดับ  

 

                      4.1.3.2  โดยใชไพรเมอร Dex4F และ AP2  

 

                                   เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนของยีนเดกซแทรนเนสสวนที่อยูถัดจากไพรเมอร 

Dex3F ลงมา  ไดนําผลิตภัณฑ PCR จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 1 ในขอ 4.1.2.2 ที่ได

จากโครโมโซมอลดีเอ็นเอที่ตัดอยางสมบูรณดวย DraI, EcoRV และ PvuII มาเจือจางประมาณ 50 

เทา เพื่อนํามาใชเปนแมแบบในทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 2 โดยใช forward primer ที่อยู

ดานใน (Dex4F) รวมกับ nested adaptor primer 2 (AP2) แลวทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

ตามวิธีการที่กลาวไวในขอ 3.7.4.3.2 จากนั้นตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ที่ไดโดยทําอะกาโรส

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.4 ซึ่งพบวา ชิ้นสวนของยีนเดกซแทรนเนสทีอ่ยูถดัจาก

ไพรเมอร Dex4F ลงมา เมื่อใชผลิตภัณฑ PCR คร้ังที่ 1 จากโครโมโซมอลดีเอ็นเอที่ตัดดวย DraI 

เปนแมแบบ (ชองที่ 4), ผลิตภัณฑ PCR คร้ังที่ 1 จากโครโมโซมอลดีเอ็นเอที่ตัดดวย EcoRV เปน

แมแบบ (ชองที่ 5) และ ผลิตภัณฑ PCR คร้ังที่ 1 จากโครโมโซมอลดีเอ็นเอที่ตัดดวย PvuII เปน



 

                                                                                                                                                                                                

70 

แมแบบ (ชองที่ 6) มีขนาดประมาณ 2.5, 1.3 และ 2.4 กิโลเบส ตามลําดับ ในขณะที่ไมเกิด

ผลิตภัณฑ PCR กับชุดควบคุมผลลบ (ชองที่ 7) 

 
        กิโลเบส                    1         2         3         4         5         6         7        8                    กิโลเบส 

  
 
รูปที่ 4.4 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิ
เมอเรสครั้งที่ 2 
 

ชองที ่1 และ 8 1 kb DNA ladder และ 100 bp DNA ladder ตามลาํดับ  

ชองที่ 2 และ 3  ผลิตภัณฑ PCR จากการใชผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 1

ของ EcoRV และ PvuII เปนแมแบบ ตามลําดับ และใชคูไพรเมอร 

Dex6R กับ AP2 

ชองที่ 4-6    ผลิตภัณฑ PCR จากการใชผลิตภัณฑปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 1

ของ DraI, EcoRV และ PvuII เปนแมแบบ ตามลําดับ และใชคูไพรเมอร

Dex4F กับ AP2     

ชองที ่7 ผลิตภัณฑ PCR จากการใชน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อแทนดีเอ็นเอ และใช

คูไพรเมอร Dex4F กบั AP2 (ตัวควบคุมผลลบ) 
 
4.2  การโคลนผลิตภัณฑ PCR จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสครั้งที่ 2 เขาใน pDrive 
Cloning Vector  
 

 จากผลการทดลองในขอ 4.1.3.1 ไดเลือกผลิตภัณฑ PCR จากแมแบบที่ตัดดวยเรสทริก

ชันเอนไซม EcoRV และใชคูไพรเมอร Dex6R กับ AP2 (รูปที่ 4.4 ชองที่ 2) และจากผลการทดลอง

ในขอ 4.1.3.2 ไดเลือกผลิตภัณฑ PCR จากแมแบบที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม PvuII และใชคู

ไพรเมอร Dex4F กับ AP2 (รูปที่ 4.4 ชองที่ 6) โดยผลิตภัณฑ PCR ดังกลาวเปนผลิตภัณฑของยีน

เดกซแทรนเนสที่อยูเหนือจากไพรเมอร Dex 6R ขึ้นไป และอยูถัดจากไพรเมอร  Dex4F ลงมา ซึ่งมี

  2.65 
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ขนาดประมาณ 2.5 และ 2.4 กิโลเบสตามลําดับ เพื่อการโคลน โดยเชื่อมผลิตภัณฑ PCR ดังกลาว

เขากับพลาสมิด pDrive Cloning Vector ตามวิธีการที่กลาวไวในขอ 3.8.2 จากนั้นทรานสฟอรม  

รีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E.coli DH5α  

 

 การคัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีชิ้นสวนของยีนเดกซแทรนเนสสอดแทรกอยูทําโดย

คัดเลือกดวยวิธี Blue/White Selection โดยคัดเลือกเฉพาะโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก (insert) 

อยูในพลาสมิดเวกเตอรซึ่งใหโคโลนีสีขาวและตานตอยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน คัดเลือกโคลน

ดังกลาวมาทดสอบจํานวนชนิดละ 10 โคลน  ตรวจสอบโคลนที่คัดเลือกโดยทําโคโลนี PCR โดยใช

คูไพรเมอร Dex4F กับ Dex6R ที่ออกแบบในขอ 4.1.1 ซึ่งจําเพาะกับยีนเดกซแทรนเนสในการทํา

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ตามวิธีการที่กลาวไวในขอ 3.8.3.3 ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.5 และ 4.6  

ซึ่งจากรูปที่ 4.5 พบวา โคลนที่ 1 (ชองที่ 2) ใหผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาดประมาณ 790 คูเบส 

เชนเดียวกับปฏิกิริยาในชุดควบคุมผลบวก (ชองที่ 12) แสดงวา โคลนนี้มีชิ้นดีเอ็นเอซึ่งเปนชิ้นสวน

ของยีนเดกซแทรนเนสจากคูไพรเมอร Dex6R กับ AP2 แทรกอยู จึงคัดเลือกโคลนที่ 1 มาสกัด 

พลาสมิด และตั้งชื่อพลาสมิดนี้วา pPT-4 สวนรูปที่ 4.6 พบวา โคลนที่ 6 (ชองที่ 7) ใหผลิตภัณฑ 

PCR ที่มีขนาดประมาณ 790 คูเบส เชนเดียวกับปฏิกิริยาในชุดควบคุมผลบวก (ชองที่ 12) แสดง

วา โคลนนี้มีชิ้นดีเอ็นเอซึ่งเปนชิ้นสวนของยีนเดกซแทรนเนสจากคูไพรเมอร Dex4F กับ AP2 แทรก

อยู จึงคัดเลือกโคลนที่ 6 มาสกัดพลาสมิด และตั้งชื่อพลาสมิดนี้วา pPT-5 

 

 จากนั้นเพื่อยืนยันผลที่ไดจากโคโลนี PCR และเพื่อตรวจสอบพลาสมิด pPT-4 และ pPT-5 

ที่สกัดไดวามียีนเดกซแทรนเนสแทรกอยูในรีคอมบิแนนทพลาสมิด จึงนําพลาสมิด pPT-4 และ 

pPT-5 เปนแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชคูไพรเมอร Dex4F กับ Dex6R ตามวิธีการ

ที่กลาวไวในขอ 3.9.3 พบวาไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาดประมาณ 790 คูเบส ตามที่ตองการ ดัง

แสดงในรูปที่ 4.7 

 

 เพื่อใหทราบลําดับนิวคลีโอไทดทางดานปลาย 5’ และปลาย 3’ ของชิ้นสวนผลิตภัณฑ 

PCR ทั้งหมดที่เพิ่มจํานวนได ขั้นแรกจึงตรวจสอบทิศทางการเขาของชิ้นดีเอ็นเอ PT-4 และ PT-5 

ในพลาสมิด pPT-4 และ pPT-5 ตามลําดับ โดยการตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม SaII ซึ่งตําแหนงตดั

ดวย SaII นี้อยูในสวนของ pDrive Cloning Vector (ภาคผนวก ค2) และ อะแด็ปเตอร (รูปที่ 2.4)

ซึ่งผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.8 พบวา เมื่อตัดพลาสมิด pPT-4 ดวยเรสทริกชันเอนไซม

ดังกลาว จะไดชิ้นดีเอ็นเอจํานวน 1ชิ้น ขนาดประมาณ 6.3 กิโลเบส (ชองที่ 3) จากชิ้นดีเอ็นเอที่

ปรากฏนี้ ทําใหสามารถทราบทิศทางการเขาของชิ้นดีเอ็นเอ PT-4 ในพลาสมิด pPT-4 ดังแสดงใน
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รูปที่ 4.9 ก) และเมื่อตัดพลาสมิด pPT-5 จะไดชิ้นดีเอ็นเอจํานวน 2 ชิ้น ขนาดประมาณ 6 กิโลเบส 

และ 400 คูเบส (ชองที่ 5) ทําใหสามารถทราบทิศทางการเขาของชิ้นดีเอ็นเอ PT-5 ในพลาสมิด 

pPT-5 และทราบดวยวาใกลกับตําแหนงของ SalI ที่อยูบน พลาสมิดนั้น ยังมตีําแหนงที่ตัดไดดวย 

SalI อยูบนชิ้นผลิตภัณฑ PCR ดวย ดังแสดงในรูปที่ 4.9 ข) 

 

 
คูเบส                        

  
 
 
รูปที่ 4.5 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR จากการทําโคโลนี PCR 
ของโคลนที่ไดจากการโคลนชิ้นดีเอ็นเอโดยคูไพรเมอร Dex6R กับ AP2  
 
ชองที่ 1 100 bp DNA ladder 

ชองที่ 2-11 ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากโคลนที่ 1-10 ตามลําดับ 

ชองที่ 12 ผลิตภัณฑ PCR จากการใชชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดดวย EcoRV จากขอ 4.1.3.1

เปนแมแบบ และใชคูไพรเมอร Dex6R กับ AP2 (ตัวควบคมุผลบวก) 

ชองที ่13 ผลิตภัณฑ PCR จากการใชน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อแทนดีเอ็นเอ          

(ตัวควบคุมผลลบ) 
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         คูเบส                        

         
 
 
รูปที่ 4.6 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR จากการทําโคโลนี PCR 
ของโคลนที่ไดจากการโคลนชิ้นดีเอ็นเอโดยคูไพรเมอร Dex4F กับ AP2  
 

ชองที่ 1 100 bp DNA ladder 

ชองที่ 2-11 ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากโคลนที่ 1-10 ตามลําดับ 

ชองที่ 12 ผลิตภัณฑ PCR จากการใชชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดดวย PvuII จากขอ 4.3.1.2 

เปนแมแบบ และใชคูไพรเมอร Dex4F กับ AP2 (ตัวควบคมุผลบวก) 

ชองที ่13 ผลิตภัณฑ PCR จากการใชน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อแทนดีเอ็นเอ          

(ตัวควบคุมผลลบ) 
 
 
  

 
 
 
รูปที่ 4.7 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิ
เมอเรสของพลาสมิด pPT-4 และ pPT-5 
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ชองที่ 1 100 bp DNA ladder 

ชองที่ 2 ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากพลาสมิด pPT-4 

ชองที่ 3 ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากพลาสมิด pPT-5 

ชองที ่4 ผลิตภัณฑ PCR จากการใชน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อแทนดีเอ็นเอ          

(ตัวควบคุมผลลบ) 

ชองที่ 5 ผลิตภัณฑ PCR จากการใชชิ้นดีเอ็นเอที่ตัดดวย PvuII จากขอ 4.3.1.2 

เปนแมแบบ และใชคูไพรเมอร Dex4F กับ AP2 (ตัวควบคุมผลบวก) 

 

 
                    กิโลเบส                                  

 
 
 

รูปที่ 4.8 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของ pPT-4 และ pPT-5 ที่ถูกตัดดวย   
เรสทริกชันเอนไซม SalI 
 
ชองที่ 1 และ 6 1 kb DNA ladder และ 100 bp DNA ladder ตามลําดับ 

ชองที่ 2 และ 4 พลาสมิด pPT-4 และ pPT-5 กอนตัดดวย SalI ตามลําดับ 

ชองที่ 3 และ 5 พลาสมิด pPT-4 และ pPT-5 ตัดดวย SalI ตามลําดับ 
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รูปที่ 4.9  ก) แผนที่แสดงทิศทางการเขาของชิ้นดีเอ็นเอในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pPT-4
ข) แผนที่แสดงทิศทางการเขาของชิ้นดีเอ็นเอในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pPT-5 

 
4.3 การหาลําดับนิวคลีโอไทดดาน 5’ และ 3’ ของยีนเดกซแทรนเนสที่แทรกอยูใน          
รีคอมบิแนนทพลาสมิด pPT-4 และ pPT-5 ตามลําดับ  
    
 จากขอมูลที่ไดจากขอ 4.2 ทําใหทราบวาปลายดาน 5’ ของยีนเดกซแทรนเนสที่เพิ่ม

จํานวนไดอยูใกลกับตําแหนงของ SP6 บน pPT-4 และทราบวาปลายดาน 3’ ของยีนเดกซแทรน

เนสที่เพิ่มจํานวนไดอยูใกลกับตําแหนงของ SP6 บน pPT-5 จึงใชไพรเมอร SP6 ในการหาลําดับ  

เพื่อใหทราบลําดับนิวคลีโอไทดที่ปลายดาน 5’ และ 3’ ของชิ้นสวนของยีนเดกซแทรนเนสที่เพ่ิม

จํานวนไดดังกลาว ผลของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดแสดงในรูปที่ 4.10 ก) และ ข)  ตามลําดับ เมื่อนํา

ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม 

BlastN เวอรชั่น 2.2.15 พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอ PT-4 และ PT-5 มีความเหมือน 

92% และ 96% กับลําดับกอนถึงโปรโมเตอรและหลังกรอบอานรหัสเปดของลําดับนิวคลีโอไทด    

จีโนมิกดีเอ็นเอที่อยูบนโคลน pUDEX ของ Penicillium minioluteum  สายพันธุ HI-4 ตามลําดับ 

ดังแสดงในภาคผนวก ค9 และ ค10 ตามลําดับ   

 

Dex6R 

Dex4F 

SP6 

SP6 

  pDrive Cloning Vector    pDrive Cloning Vector 

    pDrive Cloning Vector    pDrive Cloning Vector 
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ก)    pPT-4      

        
   5’  1 CTCGGGCCCCACACGTGTGGTCTAGAGCTAGCCTAGGCTCGAGAAGCTTGTCGACGAATT  

61 CAGATTACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGTATCGGTTTCCAGCTTCAT 
     121 TGCTCCCGCTTCGACATGGGCCGAATGAGCCTTGGAATCCATCTTTGGATAGGGTGGCAA 
         Dex7F 
     181 AGGAAGATGTCCTCTGCAGAATGAATGAATAACGAGGAGGTAATGAATGAATTGTCCGTA 
     241 ACAATTTGTAAAAGGTAAAGGTCAACGACAACTCAGAGGCAGATCAAGCAATATATGTAG       
     301 ATGCCGAAAAACAGAGCGCTTGAATTAGGGCAAGAGGTTCGAAAGTCTCTTCCTCCGTAC 
     361 GGGGTTACTTCCATCACTGTTGATTTTCCGCAGTCGTACGTTTATTCTCTTCTCCATCAG 
     421 AATTATTGGCATAGTAATCCGCACAGCCGAGTATGATGGAGCTTCTTCGGATAATGATAG 
     481 CGCCACCAGACCTTGCTTGAGCTGGAGAGCTAAACATTAAACGCCACACGACCAACACTC  
     541 TCATTAGTTGCGATAGATGATGCTCGGAGCTGTTGAAACTCAGAAATTCCTTCTATGCGG 
     601 GGTCTCCAAGATCGATCCTGGGGGATGTGAATCACCTACGGCGGACCTAATTGACGCCTT      
     661 GACAGGTGATGTTAAGCGAACCAAGGAAGAAACAATCTGGGGCTAGATGAAGAGTTGAGC 

            Dex8F          
     721 TGTTAAGTACGGTCGTTCCTATTGGCTTTTTCGGCGCTTCTCGGGGTTACTCAGTCTTTT 
     781 CGGGAGATGATCATTTTGTAATGCCCCAATTAGCAGAACTGAGAGCCCCCAAACTCAAAC 
     841 CTCGGTACGAATTTCCGGAACCAGTCAGGATTTCAAAAAATGTGCTCGTGTTGGGGGGAA 
     901 GAACTTCTTCTC  3’ 
 

ข)  pPT-5 

     
   5’  1 GGTTGGGGAAAAAAAGTTGGGGGGTTCCTTCCCATCCCTGGGGGGGCATTTCATATGACG 
      61 TCAGTATTGGGGAGTGGCAGATTAGCGAATTCCAGTTTCGGAGGGGTGAGTGCTTCTACC 
     121 CGCTCCTTTACCTTGTCGAGGATAAAGGCATAAGTTAGTTCAGGGAAGGCGATTTCAGTT 
     181 CATTCTCTTTTTTGGAGCTTATTTCCTGTTCGACCAATTGTGACACCCAATTTGCCTTTC 
     241 AAAAGACGTGGACGATATGTGTACGGTAATCCAGTCAAATGAACGTCAACATTCATTTAA 
            Dex10R 
     301 TAAGGACATTTCCAGGTTTCCTTACTCTGTCGATTATGCCTAACTCGGGTTGATGTCTTG 
     361 TCAGGATGGAAAATCTCGTTATGTACTTCCAGTGAAATGGGCAGGGCTAAGCCCTAAACC 
     421 CTAACGCATACAATTTGTAGGCACCTACCCATGTAAGTTCACACCAGTCGACTTATAAGT 
     481 CTAGATATTTATGCTATGCAGGCTCTGGAATGATTTACAGTCCATGCTATACATAGTTAT 
     541 TTGCAAGAATTTGCAGACGAGATAAAAATCAATGGACGAATAATCACGCATTACTCCACA 
     601 GGCTCATGCCACGGAGCAAGGGTTCCCCCGAATCTAGGCCAGACCGGGATGATATTCAAC 
     661 CGATTCTTTTTGCAGTAACAATCTCGTACGAGCTGCACGAGCTAAACGGCATTATATAAA 
                               Dex9R 

721 GGTGCTGACCCAGACTTGGATCCGTACGTTATATGAAATGACTTTTAATCTCGCAGATTT 
     781 GGACCGTAATCATATTGAAGCGGCCGCTAGCGCCAAACCTACGGTACGTTCAGACCAGCC 
     841 CGGGCCGTCGACCACGCGTGCCCTATAGTAATCTGAATTCGTCGACAAGCTTCTCGAGCC 

901 TAGGCTAGCTCTAGACCACACGTGTGGGGCCCGAG 3’ 
 

 
รูปที่ 4.10 ก) ลําดับนวิคลโีอไทดบางสวนของชิน้ดีเอ็น PT-4 ที่แทรกอยูในพลาสมิด  
                  pPT-4   
              ข) ลําดับนวิคลโีอไทดบางสวนของชิน้ดีเอ็น PT-5 ที่แทรกอยูในพลาสมิด  
                  pPT-5 
ลําดับนิวคลีโอไทดสวนที่เปนอักษรหนาแสดงสวนที่เปนลําดับของ pDrive Cloning Vector 

ตัวอักษรเอียง แสดงสวนของ AP2 และ อะแด็ปเตอร ตัวอักษรปกติ คือ ลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้น

ดีเอ็นเอซึ่งเปนสวนของยีนเดกซแทรนเนสที่เพิ่มจํานวนไดที่แทรกอยูในรีคอมบิแนนทพลาสมิด 

ตัวอักษรที่ขีดเสนใต คือ บริเวณที่ออกแบบเปนโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรและลูกศรแสดงทิศทาง 

5’        3’ ของไพรเมอร 
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4.4  การเพิ่มจํานวนจีโนมิกดีเอ็นเอซึ่งประมวลรหัสเดกซแทรนเนสของ Penicillium sp. 
สายพันธุ SMCU3-14 โดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 
 เมื่อเทียบลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดในขอ 4.3 กับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเอนโด

เดกซแทรนเนสของ Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 (clone pUDEX) ทําใหทราบวา 

ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอ PT-4  และ PT-5 เปนลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณกอนถึง

โปรโมเตอรและหลังกรอบอานรหัสเปดของยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสตามลําดับ ดังนั้นเพื่อให

ไดยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสที่สมบูรณอยูภายในชิ้นเดียวกัน จึงออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด

ไพรเมอร โดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของช้ินดีเอ็นเอ PT-4 ออกแบบ forward primer ที่

จําเพาะตอดีเอ็นเอบริเวณปลายดาน 5’ และใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอ PT-5 

ออกแบบ reverse primer ที่จําเพาะตอดีเอ็นเอบริเวณปลายดาน 3’ โดย forward primer 2 เสน 

ไดตั้งชื่อวา Dex7F และ Dex8F และ reverse primer 2 เสน ตั้งชื่อวา Dex9R และ Dex10R ซึ่ง

บริเวณของโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรเหลานี้แสดงไวในรูปที่ 4.10  

 

 นําคูไพรเมอร Dex7F กับ Dex9R และคูไพรเมอร Dex8F กับ Dex10R ที่ออกแบบไว

ขางตนมาใชในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เพื่อเพิ่มจํานวนจีโนมิกดีเอ็นเอซึ่งประมวลรหัส

เดกซแทรนเนส โดยใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 เปน

แมแบบ และใชเอนไซม Taq DNA polymerase รวมกับ Pfu DNA polymerase ตามวิธีการที่

กลาวไวในขอ 3.10.2 พบวา ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาดประมาณ 3 กิโลเบส จากคูไพรเมอร Dex8F 

กับ Dex10R  (รูปที่ 4.11 ชองที่ 3) แตไมสามารถไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาดประมาณ 4 กิโลเบส

จากคูไพรเมอร Dex7F กับ Dex9R (รูปที่ 4.11 ชองที่ 2) 
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รูปที่ 4.11  ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR จากปฏิกิริยาลูกโซพอ
ลิเมอเรส 
 
ชองที่ 1  1 kb DNA ladder 

ชองที่ 2 ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ 

SMCU3-14 เปนแมแบบ และใชคูไพรเมอร Dex7F กับ Dex9R 

ชองที่ 3 ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ 

SMCU3-14 เปนแมแบบ และใชคูไพรเมอร Dex8F กับ Dex10R 
   
4.5  การโคลนผลิตภัณฑจีโนมิกดีเอ็นเอซึ่งประมวลรหัสเดกซแทรนเนสของ Penicillium 
sp. สายพันธุ SMCU3-14 จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 
 โคลนยีนสวนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 ที่ได

จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสในขอ 4.4 โดยเชื่อมยีนสวนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสเขากับ 

พลาสมิด pJET1/blunt Cloning Vector (แผนที่แสดงลักษณะของพลาสมิด pJET1/blunt 

Cloning Vector แสดงในภาคผนวก ค11) ตามวิธีการที่กลาวไวในขอ 3.11.2 จากนั้นทรานสฟอรม

รีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E.coli DH5α แลวคัดเลือกโคลนที่มียีนสวนประมวลรหัสเดกซแทรน

เนสโดยทําโคโลนี PCR ดวยการใชคูไพรเมอร Dex2F กับ Dex2R ที่จําเพาะตอดีเอ็นเอบริเวณ

กลางยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสที่ออกแบบไวในขอ 4.1 ในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  

ตามวิธีการที่กลาวไวในขอ 3.11.4 พบวา โคลนที่ 1, 2, 5, 7, 8 และ 11 ใหผลิตภัณฑ PCR ที่มี

ขนาดประมาณ 600 คูเบส ตามที่ตองการ ดังแสดงในรูปที่ 4.12 

 

 

3.0 กิโลเบส 

2.0  

2.65  

 3.0  

 4.0  

   5.0  

   6.0  

    7.0  

    8.0  

     1       2       3   กิโลเบส 
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        คูเบส                     

       
 

รูปที่ 4.12  ภาพอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR จากโคลนตางๆโดย
เทคนิคการทาํโคโลน ีPCR  
 
ชองที ่1  100 bp DNA ladder 

ชองที่ 2-13 ผลิตภัณฑ PCR จากโคลนที่ 1-12 ตามลําดับ เมื่อใชคูไพรเมอร Dex2F กับ 

Dex2R 

ชองที ่14 ผลิตภัณฑ PCR จากการใชน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อแทนดีเอ็นเอ 

  (ตัวควบคุมผลลบ) 

ชองที่ 15 ผลิตภัณฑ PCR จากการใชชิ้นดีเอ็นเอจากคูไพรเมอร Dex2F กับ Dex2R เปน

แมแบบ (ตัวควบคุมผลบวก) 

 

 คัดเลือกโคลนที่ 1, 5, 7 และ 11 มาสกัดพลาสมิด จากนั้นตรวจสอบเพื่อยืนยันวา     

พลาสมิดที่สกัดไดจากโคลนดังกลาวมียีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสอยู โดยนําพลาสมิดที่สกัดได

จากโคลนที่ 1, 5, 7 และ 11 เปนแมแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ตามวิธีการที่กลาวไวในขอ 

3.11.6  พบวา สามารถเพิ่มจํานวนชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายขนาด 3 กิโลเบสได  ดังแสดงในรูปที่ 4.13  

ดังนั้นจึงคัดเลือกพลาสมิดจากโคลนที่ 5 และตั้งชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดนี้วา pPT-6 
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รูปที่ 4.13 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR จากปฏิกิริยาลูกโซพอ
ลิเมอเรส เมื่อใชคูไพรเมอร Dex8F กับ Dex10R 
 
ชองที ่1  1 kb DNA ladder 

ชองที่ 2-5 ผลิตภัณฑ PCR จากโคลนที่ 1, 5, 7 และ 11 ตามลําดับ เมื่อใชคูไพรเมอร 

Dex8F กับ Dex 10R 

ชองที ่6  ผลิตภัณฑ PCR จากการใชน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อแทนดีเอ็นเอ  

  (ตัวควบคุมผลลบ) 

ชองที่ 7 ผลิตภัณฑ PCR จากการใชชิ้นดีเอ็นเอจากคูไพรเมอร Dex8F กับ Dex10R เปน

แมแบบ (ตัวควบคุมผลบวก) 
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4.6  การหาลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสเดกซแทรนเนสจากพลาสมิด pPT-6 และ
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดที่ได 
 
 นํารีคอมบิแนนทพลาสมิด pPT-6  ไปหาลําดับนิวคลีโอไทดที่ประมวลรหัสเดกซแทรนเนส  

โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสที่มีอยูแลว ไดแก Dex4F, 

Dex8F, Dex6R และ Dex10R รวมทั้งออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดเพิ่มเติม

โดยอาศัยลําดับนิวคลีโอไทดที่ทราบจากไพรเมอรขางตน ซึ่งไดแก ไพรเมอร Dex11R, Dex12R 

และ Dex13F   

 

 เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอทั้งหมดที่ได มาวิเคราะหดวยโปรแกรม DNASIS 

พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของช้ินดีเอ็นเอที่โคลนไดทั้งหมดมีความตอเนื่องกัน โดยมีการจัดเรียงดัง

แสดงในรูปที่ 4.14    

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                              

82 

 
 

 
รูปที่ 4.14  แผนที่แสดงชิน้ดีเอ็นเอ PT-6, PT-4 และ PT-5 ที่โคลนไดทั้งหมดซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทดตอเนื่องกัน และแสดงตาํแหนงของไพรเมอรตางๆ
ที่ใชเพื่อหาลาํดับของชิ้นดีเอ็นเอ   
ลูกศร         คอื โปรโมเตอรและกรอบอานรหัสเปดและทิศทางของยนีเดกซแทรนเนส และ         คือ ทิศ 5’      3’ ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากไพรเมอรแตละชนิดตามที่

ระบุชื่อไวดานลางลูกศร

   82 
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 เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอที่โคลนไดทั้งหมด มาหากรอบอานรหัสเปด 

(Open Reading Frame, ORF) ดวยโปรแกรม DNASIS พบรหัสที่มีแนวโนมวาจะเปนโคดอน

เร่ิมตน (start codon) ATG 4 โคดอน ไดแก ATG1, ATG2, ATG3 และ ATG4 (รูปที่ 4.15) ซึ่งแตละ 

ATG ประมวลรหัสใหโปรตีนเดียวกันแตตางกันที่ความยาวของปลายดานอะมิโนเทานั้น เมื่อ

พิจารณาการถอดรหัสจากโคดอนเริ่มตน ATG ที่ 1 (ATG1) จะเห็นวาลําดับที่จะถอดรหัสเปนยีน

เดกซแทรนเนส (SMCU-dex : Penicillium sp. SMCU 3-14 dextranase gene) เร่ิมต้ังแตลําดับ

นิวคลีโอไทดในตําแหนงที่ 1,450-3,273 คิดเปนลําดับนิวคลีโอไทดที่เปนกรอบอานรหสัเปดทัง้หมด 

1,824 คูเบส เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดในกรอบอานรหัสเปดนี้ โดยใชโปรแกรม Neural 

Network Splice Site Prediction (NNSPLICE) เวอรชั่น 0.9 (http://www.fruitfly.org-BDGP: 

Splice Site Prediction By Neural Network) พบวาไมมีอินทรอนอยูในลําดับนิวคลีโอไทด และ

ลําดับนิวคลีโอไทดในกรอบอานรหัสประมวลรหัสใหโปรตีนที่มีกรดอะมิโน 608 หมู (SMCU-DEX : 

Penicillium sp. SMCU 3-14 dextranase) ที่มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 66 กิโลดาลตัน  

 

เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดของยีน SMCU-dex ที่ไดในงานวิจัยนี้ไปเปรียบเทียบกับขอมูล

ในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม BlastX ซึ่งเปนโปรแกรมที่แปลงลําดับนิวคลีโอไทดใหเปน

ลําดับกรดอะมิโน จากนั้นนําลําดับกรดอะมิโนที่ไดไปเทียบความคลายคลึงกับลําดับกรดอะมิโน

ของโปรตีนตางๆที่มีในฐานขอมูล GenBank พบวามีความเหมือน 99% กับเอนโดเดกซแทรนเนส 

ของ Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 (clone pUDEX) (L41562 และ Garcia และคณะ, 

1996), 97% กับเดกซแทรนเนสของ Penicillium funiculosum (AJ272066), 89% กับเดกซแทรน

เนสไอโซฟอรมของ Penicillium minioluteum (AF020619), 87% กับเอนโดเดกซแทรนเนสของ 

Penicillium minioluteum สายพันธุ IMI068219  (DQ394070 และ Li และคณะ, 2006) และ 

87% กับเดกซแทรนเนสของ Lipomyces starkeyi  (AY520537 และ Kang และคณะ, 2005) ดัง

แสดงในภาคผนวก ค12, ค13, ค14, ค15 และ ค16 ตามลําดับ 

 

 ในสวนของลําดับควบคุมที่อยูเหนือจาก ATG1 ขึ้นมา เมื่อนําบริเวณนี้ไปวิเคราะหโดยใช

โปรแกรม Neural Network Promoter Prediction (NNPP) เวอรชัน 2.2  (http://www.fruitfly.org/ 

 seq.tools/promoter.html) พบบริเวณที่คาดวาจะเปนตําแหนงโปรโมเตอร ซึ่งประกอบดวย  

CAAT Box ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดเปน CCAAT ในตําแหนงที่ 1,281-1,285 และ TATA Box ที่มี

ลําดับนิวคลีโอไทดเปน TATAA ในตําแหนงที่ 1,353-1,357 รวมทั้งพบบริเวณที่คาดหมายวาจะ

เปนจุดเริ่มตนการถอดรหัส (transcription start site) ที่ตําแหนง 1,400 ดังแสดงในรูปที่ 4.15 เมื่อ

วิเคราะหหาบริเวณที่เปน Poly A signal โดยใชโปรแกรม HC polyA (Hamming Clustering 
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polyA prediction in Eukaryotic genes) (http://l25.itba.mi.cnr.it/~webgene/wwwHc polya. 

html) พบบริเวณที่เปน Poly A signal ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดเปน  AATAAG อยูตําแหนงที่ 3,490-

3,495 ดังแสดงในรูปที่ 4.15 จากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดสามารถนําไปสรางแผนที่แสดง

ลักษณะของยีน SMCU-dex รวมทั้งแสดงตําแหนงตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆโดย

ละเอียด ดังแสดงในรูปที่ 4.16 

 

 จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับโปรตีนของยีน SMCU-dex พบวา บริเวณ

ประมวลรหัส (coding region) ยีน SMCU-dex มี G+C content เทากับ 49.07% มี codon 

usage ที่สื่อความหมายสําหรับกรดอะมิโนที่พบเปนจํานวนมากตามลําดับ ไดแก เซรีน (10.86%), 

ไกลซีน (9.54%), วาลีน (7.57%) และไอโซลูซีน (7.24%)   

 

 นอกจากนี้เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดโดยใชโปรแกรม SIGNALP เวอรชัน 3.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) พบบริเวณที่เปนลําดับของโปรตีนที่ชวยในการหลั่ง

ออกนอกเซลล (signal peptide) โดยมีตําแหนงตั้งแตกรดอะมิโนตําแหนงที่ 1 ถึง 20 และพบ

ตําแหนงของ signal peptidase cleavage site อยูระหวางกรดอะมิโนไกลซีนตําแหนงที่ 20 (G20) 

และกรดอะมิโนอะลานีนตําแหนงที่ 21 (A21) ดังแสดงในรูปที่ 4.15  
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1 ATCGGTTTCCAGCTTCATTGCTCCCGCTTCGACATGGGCCGAATGAGCCTTGGAATCCAT      60 
61    CTTTGGATAGGGTGGCAAAGGAAGATGTCCTCTGCAGAATGAATGAATAACGAGGAGGTA     120 
121   ATGAATGAATTGTCCGTAACAATTTGTAAAAGGTAAAGGTCAACGACAACTCAGAGGCAG     180                  
181   ATCAAGCAATATATGTAGATGCCGAAAAACAGAGCGCTTGAATTAGGGCAAGAGGTTCGA     240                
241   AAGTCTCTTCCTCCGTACGGGGTTACTTCCATCACTGTTGATTTTCCGCAGTCGTACGTT    300   
301   TATTCTCTTCTCCATCAGAATTATTGGCATAGTAATCCGCACAGCCGAGTATGATGGAGC    360                  
361   TTCTTCGGATAATGATAGCGCCACCAGACCTTGCTTGAGCTGGAGAGCTAAACATTAAAC    420 
421   GCCACACGACCAACACTCTCATTAGTTGCGATAGATGATGCTCGGAGCTGTTGAAACTCA    480               
481   GAAATTCCTTCTATGCGGGGTCTCCAAGATCGATCCTGGGGGATGTGAATCACCTACGGC    540                  
541   GGACCTAATTGACGCCTTGACAGGTGATGTTAAGCGAACCAAGGAAGAAATAATCTGGGG    600                 
601   CTAGATGAAGATGTTGAGCTGTAAGGTACGGTCGTTCCTATTGGCTTTATCGGCGCTTCT    660                  
661   CCGGGGTTACTCAGTCTTTCCGGGAGCATGATCATTTTTGTATTGTCCAATAGTAAGCAG    720                  
721   AAACTGAGAGCCACCACAAACTCAAAACCTCGGTAGCGAAGTTTCACGGAACCAGTCAGG    780 
781   ATTCTCAGAAACTGTGCTCGTGTTGCGGGGAATCCGCATTCTACGTCGTCTGGAGCAAGG    840                 
841   AAATGTTCGTGCGGGATTGAGGAGGATAGGTAGGTTGGAGAATCTCTTCGCTAACCAATC    900                 
901   TATAAGCATGCTCCGGTAACCTTTAGAGTTTCACGTCCAACGTAATTTCCAAGATAGCCA    960 
961   GAGCGTACTTGAATTACTATGTAGAAATCCTAAAATTTCCCCTCTAAAACGCAAGTCAAC   1020                  
1021  GAGATGCGTGCCCTCAATGTCTCTCGGCGCTACCCCGGAAATGATGCATAAGGCCAAGAA   1080 
1081  TGTCACCCGGTAACTTTTTCTTCAGAATATCCTAAGTTTCCATCAAACACAGTCGAATAG   1140 
1141  GTCAATGCTCGCGAGAGACTTTCTGCCTTCACTCTACGTCCTACTGATAGAAGTTCAACG   1200  
1201  GCTCAATTCCGGGGTAATCTAGAGTTTGGACCTCAAGTGAGATGTTGCAACAAATTGTAC   1260 
1261  TAGAACGATGCGCTTGCTTTCCAATACAGTAGTTAGCTTCATATAGCTTCCAACAAAAGG   1320 
1321  GATGGGGGATGAAGGCTCTATAGCGAGAAGTCTATAAGAAAGTGTCCTCATACCTGTATC   1380   
1381  TCTCAGTCGTTCGAGAACAATCCCGGAAACTATCTTATCTTGCGAGAAAGAAGACAATAT   1440 
 
1441  CTCAAACTT  ATG1 CCC ACA ATG2 CTA AAG CTA CTT GCG TTG ACC CTT    1485 
                  M    P   T   M    L   K   L   L   A   L   T   L     12 
 
1486  GCA ATT AGC GAG TCC GCC ATT GGA GCA GTC ATG3 CAC CCA CCT GGC    1530 
13     A   I   S   E   S   A   I   G   A   V   M   H   P   P   G      27 
 
1531  AAT TCT CAT CCC GGT ACC CAT ATG4 GGC ACT ACG AAT AAT ACC CAT    1575 
 
28     N   S   H   P   G   T   H   M   G   T   T   N   N   T   H      42 
 
1576  TGC GGC GCC GAT TTC TGT ACC TGG TGG CAT GAT TCA GGG GAG ATC     1620 
43     C   G   A   D   F   C   T   W   W   H   D   S   G   E   I      57 
 
1621  AAT ACG CAG ACA CCT GTC CAA CCA GGG AAC GTG CGC CAA TCT CAC     1665 
58     N   T   Q   T   P   V   Q   P   G   N   V   R   Q   S   H      72 
 
1666  AAG TAT TCC GTG CAA GTG AGC CTA GCT GGT ACA AAC AAT TTT CAT     1710 
73     K   Y   S   V   Q   V   S   L   A   G   T   N   N   F   H      87 
 
1711  GAC TCC TTT GTA TAT GAA TCG ATC CCC CGG AAC GGA AAT GGT CGC     1755 
88     D   S   F   V   Y   E   S   I   P   R   N   G   N   G   R      102 
 
1756  ATC TAT GCT CCC ACC GAT CCA CCC AAC AGC AAC ACA CTA GAT TCA     1800 
103    I   Y   A   P   T   D   P   P   N   S   N   T   L   D   S      117 
 
1801  AGT GTG GAT GAT GGA ATC TCG ATT GAG CCT AGT ATC GGC CTT AAT     1845 
118    S   V   D   D   G   I   S   I   E   P   S   I   G   L   N      132 
 
1846  ATG GCA TGG TCC CAA TTC GAG TAC AGC CAC GAT GTA GAT GTA AAG     1890 
133    M   A   W   S   Q   F   E   Y   S   H   D   V   D   V   K      147 
 
1891  ATC CTG GCC ACT GAT GGC TCA TCG TTG GGC TCG CCA AGT GAT GTT     1935 
148    I   L   A   T   D   G   S   S   L   G   S   P   S   D   V      162 
 
1936  GTT ATT CGC CCC GTC TCA ATC TCC TAT GCG ATT TCT CAG TCT GAC     1980 
163    V   I   R   P   V   S   I   S   Y   A   I   S   Q   S   D      177 
 
1981  GAT GGT GGG ATT GTC ATC CGG GTC CCA GCC GAT GCG AAC GGC CGC     2025 
178    D   G   G   I   V   I   R   V   P   A   D   A   N   G   R      192 
 
2026  AAA TTT TCA GTT GAG TTC AAA ACT GAC CTG TAC ACA TTC CTC TCT     2070 
193    K   F   S   V   E   F   K   T   D   L   Y   T   F   L   S      207 
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2071  GAT GGC AAT GAG TAC GTC ACA TCG GGA GGC AGC GTC GTC GGC GTT     2115 
208    D   G   N   E   Y   V   T   S   G   G   S   V   V   G   V      222 
 
2116  GAG CCT ACC AAC GCA CTT GTG ATC TTC GCA AGT CCG TTT CTT CCT     2160 
223    E   P   T   N   A   L   V   I   F   A   S   P   F   L   P      237 
 
2161  TCT GGC ATG ATT CCT CAT ATG ACA CCC GAC AAC ACG CAG ACC ATG     2205 
238    S   G   M   I   P   H   M   T   P   D   N   T   Q   T   M      252 
 
2206  ACG CCA GGT CCT ATC AAT AAC GGC GAC TGG GGC GCC AAG TCA ATT     2250 
253    T   P   G   P   I   N   N   G   D   W   G   A   K   S   I      267 
 
2251  CTT TAC TTC CCA CCA GGT GTA TAC TGG ATG AAC CAA GAT CAA TCG     2295 
268    L   Y   F   P   P   G   V   Y   W   M   N   Q   D   Q   S      282 
 
2296  GGC AAC TCG GGG AAG TTA GGA TCT AAT CAT ATA CGT CTA AAC TCG     2340 
283    G   N   S   G   K   L   G   S   N   H   I   R   L   N   S      297 
  
2341  AAC ACT TAC TGG GTC TAC CTT GCC CCC GGT GCG TAC GTG AAG GGT     2385 
298    N   T   Y   W   V   Y   L   A   P   G   A   Y   V   K   G      312 
 
2386  GCT ATA GAG TAT TTT ACC AAG CAG AAC TTC TAT GCA ACT GGT CAT     2430 
313    A   I   E   Y   F   T   K   Q   N   F   Y   A   T   G   H      327 
 
2431  GGT ATC CTA TCG GGT GAA AAC TAT GTT TAC CAA GCC AAT GCC GGC     2475 
328    G   I   L   S   G   E   N   Y   V   Y   Q   A   N   A   G      342 
 
2476  GAC AAC TAT GTT GCA GTC AAG AGC GAT TCA ACC AGC CTC CGG ATG     2520 
343    D   N   Y   V   A   V   K   S   D   S   T   S   L   R   M      357 
 
2521  TGG TGG CAC AAT AAC CTT GGG GGT GGT CAA ACA TGG TAC TGC GTT     2565 
358    W   W   H   N   N   L   G   G   G   Q   T   W   Y   C   V      372 
 
2566  GGC CCG ACG ATC AAT GCG CCA CCA TTC AAC ACT ATG GAT TTC AAT     2610 
373    G   P   T   I   N   A   P   P   F   N   T   M   D   F   N      387 
 
2611  GGA AAT TCT GGC ATC TCA AGT CAA ATT AGC GAC TAT AAG CAG GTG     2655 
388    G   N   S   G   I   S   S   Q   I   S   D   Y   K   Q   V      402 
 
2656  GGA GCC TTC TTC TTC CAG ACG GAT GGG CCA GAA ATA TAT CCC AAT     2700 
403    G   A   F   F   F   Q   T   D   G   P   E   I   Y   P   N      417 
 
2701  AGT GTC GTG CAC GAC GTC TTC TGG CAC GTC AAT GAT GAT GCA ATC     2745 
418    S   V   V   H   D   V   F   W   H   V   N   D   D   A   I      432 
 
2746  AAA ATC TAC TAT TCG GGA GCA TCT GTA TCG CGG GCA ACG ATC TGG     2790 
433    K   I   Y   Y   S   G   A   S   V   S   R   A   T   I   W      447 
 
2791  AAA TGT CAC AAT GAC CCA ATT ATC CAG ATG GGA TGG ACG TCT CGG     2835 
448    K   C   H   N   D   P   I   I   Q   M   G   W   T   S   R      462 
 
2836  GAT ATC AGT GGA GTG ACA ATC GAC ACA TTA AAT GTT ATT CAC ACC     2880 
463    D   I   S   G   V   T   I   D   T   L   N   V   I   H   T      477 
 
2881  CGC TAC ATC AAA TCG GAG ACG GTG GTG CCT TCG GCT ATC ATT GGG     2925 
478    R   Y   I   K   S   E   T   V   V   P   S   A   I   I   G      492 
 
2926  GCC TCT CCA TTC TAT GCA AGT GGG ATG AGT CCT GAT TCA AGA AAG     2970 
493    A   S   P   F   Y   A   S   G   M   S   P   D   S   R   K      507 
 
2971  TCC ATA TCC ATG ACG GTT TCA AAC GTT GTT TGC GAG GGT CTT TGC     3015 
508    S   I   S   M   T   V   S   N   V   V   C   E   G   L   C      522 
 
3016  CCG TCC CTA TTC CGC ATC ACA CCC CTA CAG AAC TAC AAA AAT TTT     3060 
523    P   S   L   F   R   I   T   P   L   Q   N   Y   K   N   F      537 
 
3061  GTT GTC AAA AAT GTG GCT TTC CCA GAC GGG CTA CAG ACG AAT AGT     3105 
538    V   V   K   N   V   A   F   P   D   G   L   Q   T   N   S      552 
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3106  ATT GGC ACA GGA GAA AGC ATT ATT CCA GCC GCA TCT GGT CTA ACG     3150 
553    I   G   T   G   E   S   I   I   P   A   A   S   G   L   T      567 
 
3151  ATG GGA CTG AAT ATC TCC AAC TGG ACT GTT GGT GGA CAA AAA GTG     3195 
568    M   G   L   N   I   S   N   W   T   V   G   G   Q   K   V      582 
 
3196  ACT ATG GAG AAC TTT CAA GCC AAT AGC CTG GGG CAG TTC AAT ATT     3240 
583    T   M   E   N   F   Q   A   N   S   L   G   Q   F   N   I      597 
 
3241  GAC GTC AGC TAT TGG GGG GAG TGG CAG ATT AGC TGA ATTCCAGCTCT     3287 
598    D   V   S   Y   W   G   E   W   Q   I   S   *               
 
3288  CGGAGCGCGTGAGTGCTTCTACCCGCTCCTTTACCCTTGTCGAGGGATAAAGGCATAAGT    3347  
3348  TAGCTCATGTGAAGGCGATTTCAGTTCATTCTCTCTTTTTGGAGCTTATTTCCTGTTCGA    3407  
3408  CCAATTGTGACACCAATTGCCTTTCAAAAGACGTGGACGATATGTGTACGGTAATCAGTC    3467                 
3468  AAATGAACGTCAACATTCATTTAATAAGGACATTTCCAGGTTTCCTTACTCTGTCGATTA    3527 
3528  TGCCTAACTCGGGTTGATGTCTTGTCAGGATGGAAAATCTCGTTATGTACTTCCAGTGAA    3587                
3588  ATGGGCAGGGCTAAGCCCTAAACCCTAACGCATACAATTTGTAGGCACCTACCCATGTAA    3647                 
3648  GTTCACACCAGTCGACTTATAAGTCTAGATATTTATGCTATGCAGGCTCTGGAATGATTT    3707 
3708  ACAGTCCATGCTATACATAGTTATTTGCAAGAATTTGCAGACGAGATAAAAATCAATGGA    3767 
3768  CGAATAATCACGCATTACTCCACAGGCTCATGCCACGGAGCAAGGGTTCCCCCGAATCTA    3827                 
3828  GGCCAGACCGGGATGATATTCAACCGATTCTTTTTGCAGTAACAATCTCGTACGAGCTGC    3887                 
3888  ACGAGCTAAACGGCATTATATAAAGGTGCTGACCCAGACTTGGATCCGTACGTTATATGA    3947                 
3948  AATGACTTTTAATCTCGCAGATTTGGACCGTAATCATATTGAAGCGGCCGCTAGCGCCAA    4007                 
4008  ACCTACGGTACGTTCA                                                4023 

 
 
รูปที่ 4.15 ลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนที่ถอดรหัสจากโคดอนเริ่มตนที่ 1 
(start codon : ATG1 codon) ของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pPT-4, pPT-5 และ 
pPT-6 ตัวอักษร M ตัวแรก แสดงกรดอะมิโนเมไธโอนีนซึง่เปนจดุเริ่มตนการถอดรหัส (start 

codon) เครื่องหมาย * แสดงโคดอนหยุด (stop codon) ของบริเวณที่เปนกรอบอานรหัสเปด 

ลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูในกรอบสี่เหลี่ยม แสดงตําแหนง CAAT Box และ TATA Box ของโปรโม

เตอร ลําดับนวิคลีโอไทดที่แสดงดวยอักษรตัวหนาและขดีเสนใต (A) แสดงจุดเริ่มตนการถอดรหัส 

(transcriptional start site) ลําดับกรดอะมิโนที่แสดงดวยอักษรหนา 20 หมู (กรดอะมิโนตวัที ่ 1-

20) คือบริเวณที่คาดวาเปน signal peptide  ลูกศร   แสดงตําแหนงของ signal peptidase 

cleavage site และลําดับนิวคลีโอไทดทีข่ีดเสนใตหลังรหัสส้ินสุดการถอดรหัสแสดงบริเวณที่เปน 

PolyA signal 
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รูปที่ 4.16  แผนที่แสดงยีน SMCU-dex ขนาด 4,023 bp ที่เกิดจากลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของชิ้นดีเอ็นเอ PT-6 เชื่อมกับลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้น 
ดีเอ็นเอ PT-4 และ PT-5 ซึ่งมีลําดับนวิคลีโอไทดของยีน SMCU-dex ตอเนื่องกัน รวมทั้งแสดงตําแหนงตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ        
ลูกศร           คือ โปรโมเตอรและกรอบอานรหัสเปดและทิศทางของยนี SMCU-dex 

     88 
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เมื่อใชโปรแกรม ClustalX เวอรชัน 1.83 วิเคราะหความเหมือนของโปรตีนที่แปลรหัสได

จากยีน SMCU-dex กับลําดับของโปรตีนเดกซแทรนเนสที่มีรายงานในฐานขอมูล GenBank  

พบวามีความเหมือน 99.5% กับเอนโดเดกซแทรนเนสของ Penicillium minioluteum สายพันธุ 

HI-4 (clone pUDEX) (L41562 และ Garcia และคณะ, 1996) (โดยมีกรดอะมิโนที่ตางกัน ดังนี้ 

กรดอะมิโนตําแหนงที่ 2 ของเอนโดเดกซแทรนเนสของ Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 

เปนอะลานีน (A) ในขณะที่ SMCU-DEX เปนโปรลีน (P)(A2P), กรดอะมิโนตําแหนงที่ 346 ของ

เอนโดเดกซแทรนเนสของ Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 เปนไอโซลูซีน (I) ในขณะที่ 

SMCU-DEX เปนวาลีน (V)(I346V) และกรดอะมิโนตําแหนงที่ 599 ของเอนโดเดกซแทรนเนส ของ 

Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 เปนไกลซีน (G) ในขณะที่ SMCU-DEX เปนวาลีน 

(V)(G599V)) นอกจากนี้ยังมีความเหมือน 97% กับเดกซแทรนเนสของ Penicillium funiculosum 

(AJ272066) โดยมีกรดอะมิโนที่แตกตางกัน 14 ตําแหนง, 89.5% กับเดกซแทรนเนสไอโซฟอรม

ของ Penicillium minioluteum (AF020619) โดยมีกรดอะมิโนที่แตกตางกัน 63 ตําแหนง, 87% 

กับเอนโดเดกซแทรนเนสของ Penicillium minioluteum สายพันธุ IMI068219 (DQ394070 และ 

Li และคณะ, 2006) โดยมีกรดอะมิโนที่แตกตางกัน 74 ตําแหนง ซ่ึงไดสรุปขอมูลไวในตารางที่ 4.1 

และ รูปที่ 4.17 ทั้งนี้จะเห็นวากรดอะมิโนของ SMCU-DEX ที่แตกตางจากเดกซแทรนเนสอื่นๆนั้น 

ไดแก โปรลีนในตําแหนงที่ 2 (P2) และวาลีนในตําแหนงที่ 599 (V599) ดังแสดงในรูปที่ 4.17 
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ตารางที่ 4.1 เปอรเซ็นตความเหมือน (% identity) ที่ไดจากการวิเคราะหความเหมือนของ
โปรตีนที่แปลรหัสไดจากยีน SMCU-dex กับเดกซแทรนเนสที่มีรายงานในฐานขอมูล 
GenBank โดยใชโปรแกรม ClustalX 
 

SMCU-DEX คือ ลําดับกรดอะมิโนของเดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 

3-14 (ผลจากงานวิจัยนี้) 

pUDEX คือ ลําดับกรดอะมิโนของเอนโดเดกซแทรนเนสจาก Penicillium minioluteum  

สายพันธุ HI-4 (L41562 และ Garcia และคณะ, 1996) 

dexA คือ  ลําดับกรดอะมิ โนของเดกซแทรนเนสจาก  Penicillium funiculosum 

(AJ272066) 

Isoform_dex คือ  ลําดับกรดอะมิ โนของเดกซแทรนเนสจาก  Penicillium minioluteum 

(AF020619)   

PDex1 คือ ลําดับกรดอะมิโนของเอนโดเดกซแทรนเนสจาก Penicillium minioluteum 

สายพันธุ IMI 068219 (DQ394070 และ Li และคณะ, 2006)  

 

 

โปรตีนที่เปรียบเทียบ จํานวนกรดอะมิโน

ทั้งหมด(หมู) 

จํานวนกรดอะมิโนที่

เหมือนกนั (หมู) 

%ความเหมือน    

(%identity) 

SMCU-DEX กับ pUDEX 608 605 99.5 

SMCU-DEX กับ dexA 616 602 97.0 

SMCU-DEX กับ Isoform_dex 604 541 89.5 

SMCU-DEX กับ PDex1 606 532 87.0 
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SMCU-DEX      MPTMLKLLALTLAISESAIGAVMHPPGNSHPGTHMGTTNNTHCGADFCTWWHDSGEINTQ  60 
pUDEX         MATMLKLLALTLAISESAIGAVMHPPGNSHPGTHMGTTNNTHCGADFCTWWHDSGEINTQ 
dexA          MATMLKLLALTLAISESAIGAVMHPPGVSHPGTHTGTTNNTHCGADFCTWWHDSGEINTQ 
Isoform_dex   MATMLKLLALALAISESTLGAVLHPRRDSRSST--GTTNATHCGTDFCTWWHDSGEINKQ 
PDex1         MATMLKLLALALAISESTLGAVLHPRCDSRSGT--GTTNATHCGTDFCTWWHDSGEINKQ 
              *.********:******::***:**   *:..*  **** ****:*************.* 
 
SMCU-DEX      TPVQPGNVRQSHKYSVQVSLAGTNNFHDSFVYESIPRNGNGRIYAPTDPPNSNTLDSSVD 120 
pUDEX         TPVQPGNVRQSHKYSVQVSLAGTNNFHDSFVYESIPRNGNGRIYAPTDPPNSNTLDSSVD 
dexA          TPVQPGNVRQSHKYSVQVSLAGTNNFHDSFVYESIPRNGNGRIYAPTDPSNSNTLDSSVD 
Isoform_dex   TPVQPGNVRQSHKYSVQVSLAGANNFYDSFVYESIPRNGNGRIHAPTDPPNSNTLDSSID 
PDex1         TPVQPGNVRQSHKYAVQVSLAGANNFYDSFVYESIPRNGNGRIHAPTDPPNSNTLDSSID 
              **************:*******:***:****************:*****.********:* 
 
 
SMCU-DEX      DGISIEPSIGLNMAWSQFEYSHDVDVKILATDGSSLGSPSDVVIRPVSISYAISQSDDGG 180 
pUDEX         DGISIEPSIGLNMAWSQFEYSHDVDVKILATDGSSLGSPSDVVIRPVSISYAISQSDDGG 
dexA          DGISIEPSIGLNMAWSQFEYSQDVDIKILATDGSSLGSPSDVVIRPVSISYAISQSNDGG 
Isoform_dex   DGISIEPSIGLNMAWSQFEYDQDVDIKILDTEGSSLGSPSDVVIRPVSISYHISQSSDGG 
PDex1         DGISIEPSIGLNMAWSQFEYDQDVDIKILTTDGSSLGSPSDVVIRPVSISYHISQSSDGG 
              ********************.:***:*** *:******************* ****.*** 
 
SMCU-DEX      IVIRVPADANGRKFSVEFKTDLYTFLSDGNEYVTSGGSVVGVEPTNALVIFASPFLPSGM 240 
pUDEX         IVIRVPADANGRKFSVEFKTDLYTFLSDGNEYVTSGGSVVGVEPTNALVIFASPFLPSGM 
dexA          IVIRVPADANGRKFSVEFKNDLYTFLSDGNEYVTSGGSVVGVEPTNALVIFASPFLPSGM 
Isoform_dex   IVIRVPADANGRKFSVEFKNDLYTFRSDGNEYVTSGGSVVGVEPTNALVIFASPFLPSGM 
PDex1         IVIRVPARCEWPQIFSRVCNDLYTFRSDGNEYVTSGGSVVGVEPTNALVIFASPFLPSGM 
              ******* .:  ::  .. .***** ********************************** 
 
SMCU-DEX      IPHMTPDNTQTMTPGPINNGDWGAKSILYFPPGVYWMNQDQSGNSGKLGSNHIRLNSNTY 300 
pUDEX         IPHMTPDNTQTMTPGPINNGDWGAKSILYFPPGVYWMNQDQSGNSGKLGSNHIRLNSNTY 
dexA          IPHMKPHNTQTMTPGPINNGDWGAKSILYFPPGVYWMNQDQSGNSGKLGSNHIRLNSNTY 
Isoform_dex   IPHMTPDNTQTMTPGPINNGDWGSKSTLYFPPGVYWMNQDQSGNSGKLGSNHMRLDSNTY 
PDex1         IPNMTPDNTQTMTPGPINNGDWGFKSILYFPPGVYWINQDQSGNSGKLGSNHMRLDSNTY 
              **:*.*.**************** ** *********:***************:**:**** 
 
SMCU-DEX      WVYLAPGAYVKGAIEYFTKQNFYATGHGILSGENYVYQANAGDNYVAVKSDSTSLRMWWH 360 
pUDEX         WVYLAPGAYVKGAIEYFTKQNFYATGHGILSGENYVYQANAGDNYIAVKSDSTSLRMWWH 
dexA          WVYLAPGAYVKGAIEYFTKQNFYATGHGVLSGENYVYQANAGDNYVAVKSDSTSLRMWWH 
Isoform_dex   WVYFARCAYVKGAVEYFTKHNFYATGHGVLSGENYVYQANAGDNYVAVKSDSAGLRMWWH 
PDex1         WVYFAPGAYVKGAVEYFTKHNFYATGHGVLSGENYVYQANAGDNYVAVKSDSAGLRMWWH 
              ***:*  ******:*****:********:****************:******:.****** 
 
SMCU-DEX      NNLGGGQTWYCVGPTINAPPFNTMDFNGNSGISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVV 420 
pUDEX         NNLGGGQTWYCVGPTINAPPFNTMDFNGNSGISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVV 
dexA          NNLGGGQTWYCVGPTINAPPFNTMDFNGNSGISSQISDYKGVGAFFFQTDGPEIYPNSVV 
Isoform_dex   NNLGGGQIWYCVG-YINAPPFNTMDFNGNSGISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVV 
PDex1         NNLGGGQTWYCVGPTVNAPPFNTMDFNGNSGISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVV 
              ******* *****  :************************ ******************* 
 
SMCU-DEX      HDVFWHVNDDAIKIYYSGASVSRATIWKCHNDPIIQMGWTSRDISGVTIDTLNVIHTRYI 480 
pUDEX         HDVFWHVNDDAIKIYYSGASVSRATIWKCHNDPIIQMGWTSRDISGVTIDTLNVIHTRYI 
dexA          HDVFWHVNDDAIKIYYSGASVSRATIWKCHNDPIIQMGWTSRDISGVTIDTLNVIHTRYI 
Isoform_dex   HDVFWHVNDDAIKTYYSGASISRVTIRKCHNDPIIQMGWTSRSISGVTIDKLNVIHTRYI 
PDex1         HDVFWHVDDDAIKTYYSGASISRATIWKCHNDPIIQMGWTSRSISGVTIDKLNVMDTRYI 
              *******:***** ******:**.** ***************.*******.***:.**** 
 
SMCU-DEX      KSETVVPSAIIGASPFYASGMSPDSRKSISMTVSNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVVK 540 
pUDEX         KSETVVPSAIIGASPFYASGMSPDSRKSISMTVSNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVVK 
dexA          KSETVVPSAIIGASPFYASGMSPDSSKSISMTVSNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVVK 
Isoform_dex   KSETVVPSAIIGASPFYASGMSPDPSQSISMTISNVVCEGL-PSLFRITPLQNYKNFVVK 
PDex1         KSETVVPSAIIGASPFYASGMSPDPSQSISMTISNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVVK 
              ************************. :*****:******** ****************** 
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SMCU-DEX      NVAFPDGLQTNSIGTGESIIPAASGLTMGLNISNWTVGGQKVTMENFQANSLGQFNIDVS 600 
pUDEX         NVAFPDGLQTNSIGTGESIIPAASGLTMGLNISNWTVGGQKVTMENFQANSLGQFNIDGS 
dexA          NVAFPDGLQTNSIGTGESIIPAASGLTMGLNISSWTVGGQKVTMENFQANSLGQFNIDGS 
Isoform_dex   NVAFPDGLQTNSIGTGESLIPAASGLTMGLGISGWTVGGQKVTMQNFQSSSLGQFDIDGS 
PDex1         NVAFPDGLQRNSIGTGESLIPAASGFTMGLGISGWTVGGQKVTMQNLESSSLGQFDIDGS 
              ********* ********:******:****.**.**********:*:::.*****:** * 
 
SMCU-DEX      YWGEWQIS-------- 
pUDEX         YWGEWQIS-------- 
dexA          YWGEWQISRISSSQSA 
Isoform_dex   YWGEWQIS-------- 
PDex1         YWGEWQIS-------- 
              ********         
 
 
 

รูปที่ 4.17 ผลการวิเคราะหความเหมือนของโปรตีน SMCU-DEX  ของ Penicillium sp. 
สายพันธุ SMCU3-14 กับเดกซแทรนเนสที่มีรายงานในฐานขอมูล GenBank  โดยใช
โปรแกรม ClustalX เวอรชั่น 1.83  
 
SMCU-DEX คือ ลําดับกรดอะมิโนของเดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-

14 (ผลจากงานวิจัยนี้) 

pUDEX คือ ลําดับกรดอะมิโนของเอนโดเดกซแทรนเนสจาก Penicillium minioluteum  

สายพันธุ HI-4 (L41562 และ Garcia และคณะ, 1996) 

dexA คือ  ลําดับกรดอะมิ โนของเดกซแทรนเนสจาก  Penicillium funiculosum 

(AJ272066) 

Isoform_dex คือ  ลําดับกรดอะมิ โนของเดกซแทรนเนสจาก  Penicillium minioluteum 

(AF020619)   

PDex1 คือ ลําดับกรดอะมิโนของเอนโดเดกซแทรนเนสจาก Penicillium minioluteum 

สายพันธุ IMI 068219 (DQ394070 และ Li และคณะ, 2006)  

 

เมื่อนําลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน SMCU-DEX มาสราง phylogenetic tree 

เปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนของยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนส 6 ลําดับที่มีรายงานไว โดยใช

โปรแกรม PHYLIP เวอรชั่น 3.572c (SEQBOOT, NEIGHBOR และ CONSENSE) ไดผลจากการ

สราง phylogenetic tree ดังแสดงในรูปที่ 4.18 ซึ่งพบวา ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน SMCU-

DEX มีความเหมือนกับเอนโดเดกซแทรนเนสของ Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 

(clone pUDEX) (L41562 และ Garcia และคณะ, 1996) มากที่สุด โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือน 

99% ที่คาความเชื่อมั่น เทากับ 96% โดยมีความแตกตางอยางชัดเจนจากเอนโดเดกซแทรนเนส 

ของแบคทีเรีย Arthrobactor sp. สายพันธุ CB-8 (หมายเลขเขาถึงของ GenBank เลขที่ P39652 
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และ Okushima และคณะ, 1991) และเอนโดเดกซแทรนเนสของยีสต Lipomyces starkeyi 

(AY520537 และ Kang และคณะ, 2005) ดังแสดงในรูปที่ 4.18  

 

 

 
 

 
รูปที่ 4.18 Phylogenetic tree ของ SMCU-DEX จากการจัดเรียงเทียบ (alignment) 
เปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนของยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนส 6 ชนิดโดย 
Bootstrap analysis 100 replicons. Arthro dex, Arthrobactor sp. CB-8 (P39652);  Lipo dex, 

Lipomyces starkeyi (AY520537); iso dex, Penicillium minioluteum, (AF020619); PDex1, 

Penicillium minioluteum IMI068219 (DQ394070); dexA, Penicillium funiculosum 

(AJ272066); pUDEX, Penicillium minioluteum HI-4 (L41562) โดยที่ตัวอักษรในวงเล็บแสดง

หมายเลขเขาถึงของ Genbank 

  

การหา motif จากลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน SMCU-DEX โดยเทียบจากฐานขอมูล 

Genbank พบวามี motif เปน Glycosyl hydrolase family 49 (GH49) นอกจากนี้เมื่อวิเคราะห

บริเวณอนุรักษของเอนไซมเดกซแทรนเนสเปรียบเทียบกับกลุมเอนไซมที่สามารถยอยเดกซแทรน

ไดที่ถูกจัดไวอยูในกลุมเดียวกัน 5 ชนิด โดย Aoki และ Sakana (1997) โดยใชโปรแกรม ClustalX 

ไดผลการวิเคราะหแสดงในรูปที่ 4.19 ซึ่งพบบริเวณอนุรักษทั้งสิ้น 7 บริเวณ โดยพบวาบริเวณ

SMCU-DEX 

scale 
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อนุรักษที่ 3 ประกอบดวยกรดอะมิโนคือ WVYLAPGAYVKGAIEY ที่มีความเหมือนสูงที่สุดเมื่อ

เทียบกับบริเวณอนุรักษอ่ืนๆอีก 6 บริเวณ 

 
Arthro-1        MPGTGLGRLAKRMTAAAAVFFISTSAVLPAQAATAPAAAPPGVPAALKAERAITTVDNGN 
Arthro-2        MPGTGLGRLAKHVTAAAAVFLISTGAVLPAQAETAPGSTPSAAPAASVEKHPITTANNGN 
IMTD            MPTTGLRQLARTITIAVAATLIGTGAAIPAQAG------PDRKNPTKPVEDAPVTADVGN 
SMCU-DEX        --------------MPTMLKLLALTLAISESAIGAVMHPPGNSHPGTHMGTTNNTHCGAD 
Penicillium     --------------MATMLKLLALTLAISESAIGAVMHPPGNSHPGTHMGTTNNTHCGAD 
IPUA            --------------MRSTGYLLTLSAAFQVAQAAVTAN---NSQ---------------- 
                                    ::    .:                                 
                     I 
 
Arthro-1        LHTWWHDNGVFSPATPTQSSEVRRSSFYDVQVAQ-ANQPQKLYDAFSYMSIPRSGKGKIG 
Arthro-2        LHTWWHDNGVFSPAAPTQSDEVRRSSLYDVRVAQ-ANQPQKAYDAFTYMSIPRSGKGKIG 
IMTD            LHTWWHDNAVYNTDSPTENGEVRRSSFYDVQVAQ-AHQPDKFFDSFAYMSIPRSGKGKVG 
SMCU-DEX        FCTWWHDSGEINTQTPVQPGNVRQSHKYSVQVS--LAGTNNFHDSFVYESIPRNGNGRIY 
Penicillium     FCTWWHDSGEINTQTPVQPGNVRQSHKYSVQVS--LAGTNNFHDSFVYESIPRNGNGRIY 
IPUA            LLTWWHNTGEINTQTPVADGNVRQSGLYSVKVQTTPASSSLYYDSFVYLAIPGNG----- 
                : ****:..  .. :*.  .:**:*  *.*:*      ..  .*:* * :** .*      
 
Arthro-1        ------------YTEEDGAEFSSDARLTMSWSSFEYAKDVWVEVSLRTGQTISSADQVQI 
Arthro-2        ------------YTEEDGAEFSSEAGLTMSWSSFEYAKDVWVEVSLRTGQTISSADQVQI 
IMTD            ------------YTKEDGAEFSSEANLSMSWSSFEYAKDVWVDVSLKTGQTISSADEVQI 
SMCU-DEX        APTDPPNSNTLDSSVDDGISIEPSIGLNMAWSQFEYSHDVDVKILATDGSSLGSPSDVVI 
Penicillium     APTDPPNSNTLDSSVDDGISIEPSIGLNMAWSQFEYSHDVDVKILATDGSSLGSPSDVVI 
IPUA            --------------MSDQLQYTQGYNQTQAWTSFLYSHDATVKISRN-GSSAN--SNVVI 
                               .*  .       . :*:.* *::*. *.:    *.: .  .:* * 
                                                
                                                II 
 
Arthro-1        RPSSYNFEKQLVDADTVRIKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAAGNR 
Arthro-2        RPSSYNFEKQLVDADTVRIKVPYSDAGYRFSVEFEPQLYTAYNDMSGDSGKLTTEAEGNR 
IMTD            RPSSYDFEKKLVDEDTIRIKVPYSDAGYRFSVEFDPQLYTSYNDMSGNSGKLTTVAEGNR 
SMCU-DEX        RPVSISYAISQSDDGGIVIRVPADANGRKFSVEFKTDLYTFLSDGN------EYVTSGGS 
Penicillium     RPVSISYAISQSDDGGIVIRVPADANGRKFSVEFKTDLYTFLSDGN------EYVTSGGS 
IPUA            RPTSLNFPVR-YDNQSVYITVPYSPTGYRFSVEFDDDLISLAPSG--------------- 
                ** * .:     *   : * ** .  * :*****. :* :   .                 
 
Arthro-1        PIHTEPRNSMMVFAEPKLRGEQKERLVPTEESGSIHYPEPGEVRNLNSVSEEIIYFRPGT 
Arthro-2        PIHTEPRNSMMVFAEPKLRGEQKERLVPTQESGSIHYPEPGEVRNLNSVSAEIIYFRPGT 
IMTD            PIHTEPMNSMMIFAEPKLQGEEEKRLIPNPSSGSIHYPEEGEVKDLNTVTEEIIYFKPGT 
SMCU-DEX        VVGVEPTNALVIFASPFLPSG----MIPHMTPDNTQTMTPGPINNGDWGAKSILYFPPGV 
Penicillium     VVGVEPTNALVIFASPFLPSG----MIPHMTPDNTQTMTPGPINNGDWGAKSILYFPPGV 
IPUA            --ARQPENALLIFASPFENSS----TKPQPGSPNSIAPAPGRVLGLNTTSASTVVFNPGV 
                    :* *::::**.*   .       *   . .      * : . :  : . : * **. 
 
                                                III                       IV 
 
Arthro-1        YSMG----------PDYHAVLPANVKWVYLAPGAYVKGAFRFLHDTQSQYKVTGYGVLSG 
Arthro-2        YSMG----------SDYHAVLPANVKWVYLAPGAYVKGAFRFLHDTQSQYKVTGYGVLSG 
IMTD            YHMG----------SDYHAVLPPNVKWVYLAPGAYVKGAFRFFHDNQAQYKVTGYGVLSG 
SMCU-DEX        YWMNQDQSGNSGKLGSNHIRLNSNTYWVYLAPGAYVKGAIEYF--TKQNFYATGHGILSG 
Penicillium     YWMNQDQSGNSGKLGSNHIRLNSNTYWVYLAPGAYVKGAIEYF--TKQNFYATGHGILSG 
IPUA            YYFT----------GHDHMVLSSSVTWVYFAPGAYVKGAVEFLS-TASEVKASGHGVLSG 
                * :              *  * ... ***:*********..::  .  :  .:*:*:*** 
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Arthro-1        EQYVYEADTNNSYHHLSGASNCHSSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVTVAEPPYHSFVVYG 
Arthro-2        EQYVYEADTNNSYNHLSGASNCHSSCVKMLQFASADAEQKLDLQGVTVAEPPYHSFVVYG 
IMTD            EQYVYEADTANNYNALSGASNCHVTCVKMLQFESSNIGQQLDLQGVTINEPPYHSFVVYA 
SMCU-DEX        ENYVYQANAGDNYVAVK-SDSTS--LRMWWHNNLGGGQTWYCVGPTINAPPFNTMDFNG 
Penicillium     ENYVYQANAGDNYIAVK-SDSTS---LRMWWHNNLGGGQTWYCVGPTINAPPFNTMDFNG 
IPUA            EQYVWYADPDEGYQKASGANNNG---LRMWRGTLGNSSQTFVLNGVTVSAPPFNSMDWSG 
                *:**: *:. :.*   . :..     ::*      .  *     * *:  **::::   .               
                                          
                                           V                         VI 
                                                                     
Arthro-1        NE-------QTFHMNVENYKQVGSWYWQTDGIELYKGSTMKNTFFNANDDVLKMYHSDVT 
Arthro-2        NE-------QTFHMNVENYKQVGSWYWQTDGIELYQGSTMKNTFFNANDDVLKMYHSDVS 
IMTD            HEGEKEIGVENFRMNVENYKQVGSWYWQTDGIELYQGGTMKNTFFNANDDVLKMYHSDVT 
SMCU-DEX        NSG--------ISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVVHDVFWHVNDDAIKIYYSGAS 
Penicillium     NSG--------ISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVVHDVFWHVNDDAIKIYYSGAS 
IPUA            NSLD------LITCRVDDYKQVGAFYGQTDGLEMYPGTILQDVFYHTDDDGLKMYYSNVT 
                :.         :  .:.:*****::: **** *:* .  :::.*::.:** :*:*:*..: 
 
                                 VII 
 
Arthro-1        IDNTVIWKNENGPVIQWGWTPRNIDNVNVANTTVIHNRMYWKDV------KYNTCIFNSS 
Arthro-2        IDNTVVWKNENGPVVQWGWTPRNIDNVNVTNTTVIHNRMYWKDV------KYNTCIFNSS 
IMTD            IDNTVIWKNENGPVIQWGWTPRNIDNVNVTDTTVIHNRMYWKDP------KYNTCILNSS 
SMCU-DEX        VSRATIWKCHNDPIIQMGWTSRDISGVTIDTLNVIHTRYIKSET------VVPSAIIGAS 
Penicillium     VSRATIWKCHNDPIIQMGWTSRDISGVTIDTLNVIHTRYIKSET------VVPSAIIGAS 
IPUA            ARNIVMWKESVAPVVEFGWTPRNTENVLFDNVDVIHQAYANAGNNPGIFGAVNNYLYAPD 
                  . .:**    *::: ***.*: ..* .    ***                 . :  .. 
 
Arthro-1        SHWEDMGSTTKADPNTTVKNMRFENTAVEGMTNCAIRVYALSDTENIHIKNFNIGAWNGL 
Arthro-2        SHWEDMGSTTKADPNTTVKNMRFENTTVEGMTNCAIRVYALSDTENIHIKNFNIGSWNGL 
IMTD            SHWEDMGSTAKADPNTTVKNMRFENITVEGMTNCAMRIYALSNTENIHVKNLSIDSWNGL 
SMCU-DEX        PFYASG---MSPDSRKSIS-MTVSNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVVKNVAFPDG--- 
Penicillium     PFYASG---MSPDSRKSIS-MTVSNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVVKNVAFPDG--- 
IPUA            GLSSNH---STGNSNMTVRNITWSNFRAEGSSSALFRINPIQNLDNISIKNVSIES---- 
                     .     . :.. ::  :  .*   **   . :*: .:.: .*: :**. :       
 
Arthro-1        EWTSQVSHLKRYTNSAGEKVTIGNEVPDGNGLALENYSVGGQVIEKTGGNSSDYQLGRLG 
Arthro-2        DWTSQVSHLKRYTNSAGEKVTIGNELPDGNGLAIENYSVGGQVIEKSGGNWSDYQLGRLG 
IMTD            DWTSQVSHLKRYTNSAGEKVTIGNEIPDGNGLALENYSVGGEIIEKSGDNWNDYKLGRLG 
SMCU-DEX        -LQTNSIGTGESIIPAASGLTMG--------LNISNWTVGGQKVT--MENFQANSLGQFN 
Penicillium     -LQTNSIGTGESIIPAASGLTMG--------LNISNWTVGGQKVT--MENFQANSLGQFN 
IPUA            -FEPLSINTTESWMPVWYDLNNGKQITVTD-FSIEGFTVGNTTIT--ASN--AASVGRID 
                   .      .   ..   :. *        : :..::**.  :     *    .:*::. 
 
Arthro-1         -FDGENWENWNAWKSAP 
Arthro-2         -FDGENWDSWNAWKSAP 
IMTD             -FDGENWDSWNAWKSTP 
SMCU-DEX         -IDVSYWGEWQIS---- 
Penicillium      -IDGSYWGEWQIS---- 
IPUA             GVDPAYAGSVHYID--- 
                  .*     . :       

 
 

รูปที่ 4.19 ผลการหาบริเวณอนุรักษของเดกซแทรนเนสดวยโปรแกรม Clustal X 
 

Arthro-1   คือ ลําดับกรดอะมิโนของเอนโดเดกซแทรนเนสจาก Arthrobactor sp. สายพันธุ  

CB-8 (Okushima และคณะ, 1991) 

Arthro-2 คือ ลําดับกรดอะมิโนของเอนโดเดกซแทรนเนสจาก Arthrobactor globiformis  

สายพันธุ  T-3044 (Oguma และคณะ, 1999)  



 

                                                                                                                                                                                                

96 

IMTD คือ ลําดับกรดอะมิโนของไอโซมอลโทไทรโอ-เดกซแทรนเนสจาก Brevibacterium 

fuscum var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999) 

SMCU-DEX คือ ลําดับกรดอะมิโนของเดกซแทรนเนสจาก  Penicillium sp. สายพันธุ SMCU    

3-14 (ผลจากงานวิจัยนี้) 

Penicillium คือ ลําดับกรดอะมิโนของเอนโดเดกซแทรนเนสจาก Penicillium minioluteum 

(Garcia และคณะ, 1996) 

IPUA คือ ลําดับกรดอะมิโนของไอโซพูลลูแลนเนสจาก Aspergillus niger (Aoki และ 

Sakano, 1997) 

I-VII คือ บริเวณอนุรักษ 7 บริเวณของโปรตีนทั้ง 6 ชนิด 
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4.7  การตรวจสอบยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนส PT-6 ที่โคลนไดวามีอยูในจีโนมิกดี
เอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 ดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน (hybridization)  
 
 4.7.1  การทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เพื่อนําผลิตภัณฑ PCR ไปสรางเปนดีเอ็นเอ

ติดตาม 

 

                      ทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส เพื่อเพิ่มยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนส PT-6 ความ

ยาวทั้งหมดที่แทรกอยูในรีคอมบิแนนทพลาสมิด pPT-6  โดยใชไพรเมอร Dex8F และ Dex10R 

เปน forward primer และ reverse primer ตามลําดับในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ตาม

วิธีการที่กลาวไวในขอ 3.13.1 ไดผลิตภัณฑ PCR ขนาด 3 กิโลเบสตามที่ตองการดังแสดงในรูปที่ 

4.20 นําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมาติดฉลากดวย DIG ตามวิธีการที่กลาวไวในขอ 3.13.2 ตั้งชื่อดีเอ็น

เอติดตามนี้วา PT6-probe  

 

 

 

 

                                

 

 
 

 
รูปที่ 4.20 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR ที่จะนําไปสรางเปน   
ดีเอ็นเอติดตาม 
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 4.7.2  การไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 ดวยดีเอ็นเอ

ติดตามที่ประมวลรหัสเดกซแทรนเนส เพื่อตรวจสอบดีเอ็นเอติดตามที่ประมวลรหัสเดกซแทรน

เนสวามีอยูในจีโนมิกดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14  

 

           ตัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 อยางสมบูรณดวย

เรสทริกชันเอนไซม 6 ชนดิ ไดแก BamHI, EcoRI, HindIII, PstI, KpnI และ XbaI และนําไปทํา   

อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส จากนั้นทําเซาเทิรนไฮบริไดเซชัน ตามวิธีที่กลาวไวในขอ 3.13.3 โดย

ใช PT6-probe เปนดีเอ็นเอติดตาม  ผลการติดตามแสดงในรูปที่ 4.21 ซึ่งพบวา เรสทริกชัน

เอนไซมทั้ง 6 ชนิด ใหสัญญาณจากการไฮบริไดซกบัดีเอ็นเอติดตาม PT6-probe ในขณะที่ไมเกิด

สัญญาณกับชุดควบคุมผลลบ ซึ่งใชดีเอ็นเอจากรา Lentinus sp. แสดงวา ยีนประมวลรหัสเดกซ

แทรนเนส PT-6 ที่โคลนไดในพลาสมิด pPT-6 มีในอยูจีโนมิกดีเอ็นเอของ Penicillium sp.       

สายพันธุ SMCU 3-14 ทั้งนี้พบวาสัญญาณที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาการตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม 

BamHI, EcoRI, HindIII, PstI และ KpnI ใหสัญญาณเพียงหนึ่งตําแหนง ซึ่งเสนอแนะไดวาใน 

Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 มีจํานวนชุดของยีนเดกซแทรนเนสเพียงหนึ่งชุด สวนใน

ปฏิกิริยาที่ตัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 อยางสมบูรณดวย XbaI 

แลวเกิดสัญญาณจากการไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม PT6-probe 2 ตําแหนงนั้น เกิดเนื่องจากมี

มีตําแหนงที่ตัดไดดวย XbaI อยูบนชิ้นดีเอ็นเอ PT-6 ที่โคลนไดที่ตําแหนงประมาณ 1,218 คูเบส 

 

 

 

 

           

                    
           ก)              ข)  
รูปที่ 4.21 ก) อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสที่มีดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ  

SMCU 3-14 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมตางๆ 
ข) สัญญาณจากเซาเทิรนไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม PT6-probe 
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4.8  การพิสูจนเอกลักษณของรา Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 
 
 4.8.1 การทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 

 

เพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนบริเวณ ITS (ITS1-5.8S-ITS2) ของ Penicillium sp. สาย

พันธุ SMCU 3-14 ไดใชคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 (ตารางที่ 3.3) ในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ

เรสตามวิธีการที่กลาวไวในขอ 3.14.1 หลังดําเนินปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสแลวตรวจสอบ

ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดโดยทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4.22 จากรูป

พบวา ไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาดประมาณ 600 คูเบส (ชองที่ 2) ในขณะที่ไมเกิดผลิตภัณฑ 

PCR จากชุดควบคุมผลลบ (ชองที่ 3) 

 

 

 

                                  
 
รูปที่ 4.22 ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑ PCR จากปฏิกิริยาลกูโซพอลิ
เมอเรส เมื่อใชคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 
 
ชองที ่1  100 bp DNA ladder 

ชองที่ 2 ผลิตภัณฑ PCR เมื่อใชโครโมโซมอลดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ 

SMCU 3-14  เปนแมแบบ และใชคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 

ชองที ่3  ผลิตภัณฑ PCR จากการใชน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อแทนดีเอ็นเอ  

  (ตัวควบคุมผลลบ) 

 

 

   คูเบส                      1        2       3 

600 คูเบส 

100 
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 4.8.2 การหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS เพื่อพิสูจนเอกลักษณของ Penicillium sp. 

สายพันธุ SMCU 3-14  

 

เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS จากผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากคูไพรเมอร 

ITS1 กับ ITS4 ดังแสดงในรูปที่ 4.23 มาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 

GenBank ดวยโปรแกรม BlastN พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณดังกลาวของ Penicillium sp. 

สายพันธุ SMCU 3-14 มีความเหมือน 100% กับ Penicillium pinophilum (หมายเลขเขาถึงของ 

GenBank AF176660), 98% กับ Penicillium verruculosum (หมายเลขเขาถึงของ GenBank 

AF510496.1) และ 98% กับ Penicillium aculeatum (หมายเลขเขาถึงของ GenBank 

AF033397) ดังแสดงในภาคผนวก ค17, ค18 และ ค19 ตามลําดับ 

 

เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 

มาสราง phylogenetic tree เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ของ Penicillium ทั้ง 3 

ชนิดเหลานี้ โดยใชโปรแกรม PHYLIP เวอรชั่น 3572c (SEQBOOT, NEIGHBOR, และ 

CONSENSE) ไดผลการสราง phylogenetic tree ดังแสดงในรูปที่ 4.24 ซึ่งพบวา ลําดับนิวคลีโอ

ไทดบริเวณ ITS ของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 มีความเหมือนกับ Penicillium 

pinophilum มากที่สุด โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือน 100% ที่คาความเชื่อมั่นเทากับ 100% 

 

 
 5’     1 GACGA GGGGC CTCGC GGCCA CCTCC CACCC TTGTC TCTAT ACACC TGTTG 
       51 CTTTG GCGGG CCCAC CGGGG CCACC TGGTC GCCGG GGGAC GCACG TCTCC 
      101 GGGCC CGCGC CCGCC GAAGC GCTCT GTGAA CCCTG ATGAA GATGG GCTGT 
      151 CTGAG TACTG TGAAA ATTGT CAAAA CTTTC AACAA TGGAT CTCTT GGTTC 
      201 CGGCA TCGAT GAAGA ACGCA GCGAA ATGCG ATAAG TAATG TGAAT TGCAG 
      251 AATTC CGTGA ATCAT CGAAT CTTTG AACGC ACATT GCGCC CCCTG GCATT 
      301 CCGGG GGGCA TGCCT GTCCG AGCGT CATTT CTGCC CTCAA GCACG GCTTG 
      351 TGTGT TGGGT GTGGT CCCCC CGGGG ACCTG CCCGA AAGGC AGCGG CGACG 
      401 TCCGT CTGGT CCTCG AGCGT ATGGG GCTCT GTCAC TCGCT CGGGA AGGAC 
      451 CTGCG GGGGT TGGTC ACCAC CATGT TTTAC CACGG TTGAC CTCGG ATCAG 
      501 GTAGG AGTTA CCCGC TGAAC TTAAG CATAT CAATA    3’ 

 
รูปที่ 4.23 ลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณ ITS ใน Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14  
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รูปที่ 4.24 Phylogenetic tree ของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ใน Penicillium sp. สาย
พันธุ SMCU 3-14 จากการจัดเรียงเทียบ (alignment) เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด
บริเวณ ITS ของ Penicillium 3 ชนิด โดย Bootstrap analysis 100 replicons. 
 
 
 
 

Penicillium sp. 
SMCU 3-14 

P. pinophilum 

P. verruculos 

P. aculeatum 

scale 



บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 เดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่มีความจําเพาะตอการยอยสลายพันธะแอลฟา-1,6 ของสาย

เดกซแทรน เดกซแทรนเนสสามารถผลิตไดโดยจุลินทรียหลายชนิด ทั้ง รา แบคทีเรีย ยีสต และ   

แอคติโนมัยซีส อยางไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบกับจุลินทรียกลุมอ่ืนๆ พบวา ราเปนแหลงสําคัญ

ที่สุดของการผลิตเอนไซมในเชิงพาณิชย (Sidebotham, 1974; Beldarrain และคณะ, 2003) 

จนถึงปจจุบันมียีนเดกซแทรนเนสจากรารายงานไวเพียง 5 ยีนเทานั้น ไดแก เดกซแทรนเนสของ 

Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 (L41562 และ Garcia และคณะ, 1996), เดกซ          

แทรนเนสของ Penicillium funiculosum (AJ272066), เดกซแทรนเนสไอโซฟอรมของ Penicillium 

minioluteum (AF020619), เดกซแทรนเนสของ Penicillium minioluteum สายพันธุ IMI068219 

(DQ394070 และ Li และคณะ, 2006) และเดกซแทรนเนสของ Lipomyces starkeyi (AY520537 

และ Kang และคณะ, 2005) ซึ่งลําดับกรดอะมิโนของเดกซแทรนเนสจากราทั้งหมดจัดอยูใน 

family 49 ของไกลโคซิลทรานสเฟอเรส (Li และคณะ, 2006) ในงานวิจัยนี้ไดโคลนและหาลําดับ  

นิวคลีโอไทดจีโนมิกดีเอ็นเอซึ่งประมวลรหัสเดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 

3-14 ดวยชุด BD GenomeWalkerTM Universal Kit (BD BioScience, USA) รวมทั้งได

เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนและบริเวณอนุรักษตางๆของเดกซแทรนเนสที่ไดกับลําดับเดกซแทรน

เนสอื่นๆที่มีรายงานไว 

 

 จากการเพิ่มจํานวนชิ้นสวนจีโนมิกดีเอ็นเอดวยชุด BD GenomeWalkerTM Universal Kit 

(BD BioScience, USA) ไดรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มีชิ้นสวนของเดกซแทรนเนส 3 พลาสมิด

ดวยกัน คือ pPT-4, pPT-5 และ pPT-6 (รูปที่ 4.14) เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็น

เอทั้งหมดที่โคลนได พบยีนประมวลรหัสสรางเดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. สายพันธุ 

SMCU 3-14 ที่มีกรอบอานรหัสเปดขนาด 1,824 คูเบส (ลําดับนิวคลีโอไทดที่ 1,450-3,273) ซึ่ง

ถอดรหัสเปนยีนเดกซแทรนเนส (SMCU-dex) โดยมีโคดอนเริ่มตนและโคดอนหยุดของการแปล

รหัสเปน ATG และ TGA เชนเดียวกับยีนเอนโดเดกซแทรนเนสของ Penicillium minioluteum สาย

พันธุ  HI-4 (L41562 และ Garcia และคณะ, 1996) และ Penicillium funiculosum (AJ272066) 

แตตางจากยีนเอนโดเดกซแทรนเนสของยีสต Lipomyces strakeyi  (AY520537 และ Kang และ

คณะ, 2005) ที่มีโคดอนเริ่มตนและโคดอนหยุดของการแปลรหัสเปน ATG และ TAA สําหรับใน

สวนของกรอบอานรหัสเปดนั้นพบรหัสที่มีแนวโนมเปนโคดอนเริ่มตน (start codon) ATG 4        
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โคดอน ไดแก ATG1, ATG2, ATG3 และ ATG4 (รูปที่ 4.15) ซึ่งแตละ ATG ประมวลรหัสใหโปรตีน

เดียวกันแตตางกันที่ความยาวของปลายดานอะมิโนเทานั้น ซึ่งลักษณะเชนนี้ปรากฏเชนเดียวกับ

ยีนเอนโดเดกซแทรนเนสของ Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 (L41562 และ Garcia 

และคณะ, 1996) ทั้งนี้สําหรับยีนของราสวนใหญแลว แมวาจะพบโคดอนที่มีแนวโนมเปนโคดอน

เร่ิมตนไดหลายตําแหนงก็ตาม แตยีนของราสวนใหญก็มักจะถอดรหัสจาก ATG ตําแหนงแรก 

(Garcia และคณะ, 1996) ซึ่งหากพิจารณาโคดอนเริ่มตน ATG ที่ 1 แลวยีน SMCU-dex จะ

ถอดรหัสใหโปรตีนที่มีกรดอะมิโน 608 หมู (SMCU-DEX) ที่มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 66 กิโล

ดาลตัน อยางไรก็ตาม มีความเปนไปไดที่โปรตีนเดกซแทรนเนสจะเริ่มจาก ATG ที่ 2 เนื่องจาก

ลําดับเบสที่มากอน ATG โคดอนที่ 2 (CACAATG2) จะคลายกับ consensus sequence (5′ 
CAC/AA/CATG2 3′) สําหรับเร่ิมตนกระบวนการแปลรหัสที่พบใน 99 ยีนของราสายใย (Balance 

และคณะ, 1990) ซึ่งหาก ATG ตําแหนงที่ 2 เปนโคดอนเริ่มตน ก็จะถอดรหัสใหโปรตีนที่มีกรดอะมิ

โน 605 หมู ที่มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 65 กิโลดาลตัน ทั้งนี้ตองมีการตรวจสอบขนาดของโปรตนี 

และลําดับกรดอะมิโนที่ปลายดานอะมิโน (N-terminus) โดยใชแมสสเปกโทรมิเตอร (mass 

spectrometer) ตอไปเพื่อยืนยันผล 

 

 การควบคุมการทํางานของยีนในระดับทรานสคริปชันในพวกยูแคริโอต จะอยูภายใตการ

ควบคุมของหนวยโปรโมเตอร ซึ่งประกอบดวย CAAT Box และ TATA Box ที่ทําหนาที่เปนจุด

รับเขาของเอนไซมอาร เอ็นเอพอลิเมอเรสเพื่อการเริ่มตนทรานสคริปชันที่แมนยําและมี

ประสิทธิภาพในการสรางอารเอ็นเอ จากลําดับนิวคลีโอไทดของยีน SMCU-dex ของ Penicillium 

sp. สายพันธุ SMCU 3-14 พบบริเวณที่คาดวาเปนโปรโมเตอร ที่ประกอบดวย CAAT Box ซึ่งมี

ลําดับนิวคลีโอไทดเปน CCAAT ในตําแหนง -100 ถึง -104 และ TATA Box ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอ

ไทดเปน TATAA ในตําแหนง -28 ถึง -32 เหนือจุดเริ่มตนการถอดรหัส ดังแสดงในรูปที่ 4.15 ซึ่ง

เปนลําดับที่เหมาะสมที่คลายคลึงกับ consensus sequence ของ CAAT region และ 

consensus sequence ของ TATA region ในยูแคริโอต ซึ่งมักจะพบในตําแหนง -70 ถึง -200 

และ -20 ถึง -35 ตามลําดับ (Smale, 2001) 

 

 เนื่องจากเดกซแทรนเนสของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 เปนเอนไซมที่ถูก

ปลดปลอยออกมาภายนอกเซลล (สุวรรณา นพพรพันธุ, 2538) เปนผลใหพบลําดับของโปรตีนที่

ชวยในการหลั่งออกนอกเซลล (signal peptide) ที่ประกอบดวยตั้งแตกรดอะมิโนตําแหนงที่ 1 ถึง 

20 และผลจากการวิเคราะหลําดับของโปรตีนที่ชวยในการหลั่งออกนอกเซลล ทําใหพบตําแหนง 

signal peptidase cleavage site อยูระหวางกรดอะมิโนไกลซีนตําแหนงที่ 20 (G20)  และกรดอะมิ
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โนอะลานีนตําแหนงที่ 21 (A21) (รูปที่ 4.15) แสดงใหเห็นวา เดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. 

สายพันธุ SMCU 3-14 อาจถูกสรางเปนพรีโพรเอนไซม (preproenzyme) กอน หลังจากนั้นจะผาน

กระบวนการดัดแปลงหลังแปลรหัส (post-translational modification) ซึ่งลําดับของโปรตีนที่ชวย

ในการหลั่งออกนอกเซลล (signal peptide) จะถูกตัดออกระหวางการสงออกดวยเอนไซมเพปติ

เดส ดังนั้นกรดอะมิโนโนอะลานีนตําแหนงที่ 21 จะเปนกรดอะมิโนตัวแรกของ mature protein มี

น้ําหนักโมเลกุลประมาณ 64 กิโลดาลตัน ซึ่งเล็กกวาที่คาดประมาณจากพรีโพรเอนไซม (66 กิโล

ดาลตัน) เนื่องมาจากกระบวนการดัดแปลงหลังแปลรหัส ทั้งนี้สามารถยืนยันผลไดจากการ

ตรวจสอบขนาดของโปรตีนและลําดับกรดอะมิโนที่ปลายดานอะมิโน (N-terminus)  

 

ผลการวิเคราะหความเหมือนของโปรตีนที่แปลรหัสไดจากยีน SMCU-dex กับลําดับ

โปรตีนเดกซแทรนเนสที่มีรายงานในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม Clustal X (ตารางที่ 

4.1 และ รูปที่ 4.17) พบวามีความเหมือน 99.5% กับเอนโดเดกซแทรนเนสของ Penicillium 

minioluteum สายพันธุ HI-4 (clone pUDEX) (L41562 และ Garcia และคณะ, 1996) โดยมี

กรดอะมิโนที่ตางกัน ดังนี้ A2P, I346V และ G599V (รูปที่ 4.17) นอกจากนี้ SMCU-dex ยัง

เหมือน 97% กับเดกซแทรนเนสของ Penicillium funiculosum (AJ272066), 89% กับเดกซแทรน

เนสไอโซฟอรมของ Penicillium minioluteum (AF020619), 87%กับเอนโดเดกซแทรนเนสของ 

Penicillium minioluteum สายพันธุ IMI068219 (DQ394070 และ Li และคณะ, 2006) และ 87%

กับเดกซแทรนเนสของ Lipomyces starkeyi  (AY520537 และ Kang และคณะ, 2005) จากผล

การวิเคราะหความเหมือนของโปรตีน SMCU-DEX ที่พบวามีความเหมือนสูงมากกับเอนโดเดกซ

แทรนเนส จึงสอดคลองกับงานวิจัยของ นันทิดา วานิชวงศวรรณ (2545) ที่พบวาเดกซแทรนเนสที่

สรางจาก Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 เปนชนิดเอนโดเดกซแทรนเนส 

 

 จากการวิเคราะห phylogenetic tree ของลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน SMCU-DEX (รูป

ที่ 4.18) พบวา มีความเหมือน 99% กับเอนโดเดกซแทรนเนสของ Penicillium minioluteum สาย

พันธุ HI-4 (clone pUDEX) (L41562 และ Garcia และคณะ, 1996) โดยมีคาความเชื่อมั่น เทากับ 

96% จึงเปนไปไดวาวิวัฒนาการของเดกซแทรนเนสจาก Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 

และ Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 อาจมีวิวัฒนาการรวมกัน  

 

เดกซแทรนเนสที่สรางจากแบคทีเรีย รา และยีสต สามารถจัดจําแนกอยูใน Glycosyl 

hydrolase family 49 และ Glycosyl hydrolase family 66 โดยใชหลักการความเหมือนของลําดับ

กรดอะมิโน ซึ่ง Glycosyl hydrolase family 66 จะเปนเดกซแทรนเนสจากแบคทีเรีย ในขณะที่ 
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Glycosyl hydrolase family 49 จะเปนเดกซแทรนเนสจากรา ผลจากการวิเคราะหลําดับกรดอะมิ

โนของโปรตีน SMCU-DEX เทียบกับฐานขอมูลใน  GenBank พบวา SMCU-DEX จัดอยูใน 

Glycosyl hydrolase family 49 ที่สามารถยอยสลายพันธะแอลฟา-1,6 ที่เชื่อมหนวยยอยของ

กลูโคสภายในสายเดกซแทรน เชนเดียวกับเดกซแทรนเนสจากราและยีสตอ่ืนๆ (Garcia และคณะ, 

1996; Kang และคณะ, 2005; Li และคณะ, 2006) 

 

การวิเคราะหบริเวณอนุรักษของเดกซแทรนเนสโดยใชโปรแกรม ClustalX ไดวิเคราะห

ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน SMCU-DEX รวมกับเอนไซมที่มีการจัดกลุมโดยใชหลักการความ

เหมือนของลําดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม PileUp (Aoki และ Sakano, 1997) พบบริเวณอนุรักษ

ทั้งสิ้น 7 บริเวณ (รูปที่ 4.19) ซึ่งบริเวณอนุรักษดังกลาวคาดวามีความสําคัญตอการทํางานของ

เอนไซมกลาวคือ อาจจะเปนตําแหนงทํางาน, ตําแหนงจับซับสเตรต หรือเปนบริเวณที่มี

ความสําคัญกับการมวนพับตัวของโปรตีนใหเกิดโครงสรางที่สามารถทํางานได (Mizuno  และ

คณะ, 1999) ทั้งนี้พบวาบริเวณอนุรักษที่ 3 ประกอบดวยกรดอะมิโนคือ WVYLAPGAYVKGAIEY 

นั้นมีความอนุรักษสูงที่สุดเมื่อเทียบกับบริเวณอนุรักษอ่ืนๆ 6 บริเวณ ซึ่งพบวาบริเวณดังกลาว

ประกอบดวยกรดอะมิโนหมูที่ไมชอบน้ําเปนสวนมาก และจากการวิเคราะหโดย Mizuno และคณะ 

(1999) ไดสรุปวาบริเวณดังกลาวเปนสวนแกนที่ไมชอบน้ําของโครงสรางโปรตีนที่พบไดทั่วไปใน

เดกซแทรนเนส และจากผลการเปรียบเทียบความเหมือนของโปรตีน SMCU-DEX โดยใชโปรแกรม 

Clustal X แสดงใหเห็นวา SMCU-DEX มีกรดอะมิโนที่ตางจากเอนโดเดกซแทรนเนสของราและ

ยีสตสายพันธุอ่ืนๆ 2 หมูกรดอะมิโน ไดแก กรดอะมิโนโปรลีน ในตําแหนงที่ 2 (P2) และกรดอะมิโน

วาลีน ในตําแหนงที่ 599 (V599) ซึ่งกรดอะมิโนที่แตกตางทั้ง 2 หมูนี้ พบวา ไมอยูในบริเวณอนุรักษ

ทั้ง 7 บริเวณ จึงไมมีผลตอการทําหนาที่ในการยอยเดกซแทรน อยางไรก็ตาม ความแตกตางของ

กรดอะมิโนเหลานี้ยังไมทราบวามีผลตอแอคติวิตีหรือลักษณะสมบัติอ่ืนๆของเอนไซมหรือไม 

เนื่องจากยังไมมีการศึกษามากอน ซึ่งสามารถทดสอบไดโดยการทําการกลายพันธุแบบเจาะจง

ตําแหนง เปรียบเทียบกับของเดกซแทรนเนสตั้งตนที่ไดจาก Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14  

 

 จากการตรวจสอบยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสที่โคลนไดวามีอยูในจีโนมิกดีเอ็นเอของ 

Penicillium sp. สายพันธุ SMCU3-14 ดวยเทคนิคไฮบริไดเซชันนั้นชี้ใหเห็นวา ยีนประมวลรหัส

เดกซแทรนเนสมีในอยูจีโนมิกดีเอ็นเอของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-14 และมีจํานวน

ชุดของยีนเพียงหนึ่งชุด อีกทั้งไมมียีนอื่นใดที่มีลําดับคลายคลึงกับ SMCU-dex ในราสายพันธุนี้ 

เนื่องจากพบสัญญาณที่ชัดเจนเพียงหนึ่งแถบเทานั้น ดังนั้นเอนไซมเดกซแทรนเนสที่ราสายพันธุนี้

ผลิตขึ้นจึงนาจะถูกประมวลรหัสมาจากยีน SMCU-dex ที่โคลนไดในงานวิจัยนี้ 
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 จากลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS1-5.8S-ITS2 ของ Penicillium sp. สายพันธุ SMCU 3-

14 มีความเหมือน 100% กับ Penicillium pinophilum ที่ความเชื่อมั่น 100% ซึ่งเสนอแนะไดวา 

ราสายพันธุนี้นาจะเปน Penicillium pinophilum และดังนั้นงานวิจัยนี้จึงเปนงานวิจัยแรกที่

รายงานลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสจาก Penicillium pinophilum ดวย 

 

 อยางไรก็ตาม เนื่องจากการนําโปรตีนที่ไดจากราไปใชในอุตสาหกรรมโดยตรงนั้นอาจไม

เปนที่ยอมรับสําหรับผูบริโภค (Kang และคณะ, 2005) ดังนั้นเพื่อหลีกเลี่ยงปญหาดังกลาว 

การศึกษาขั้นตอนตอไปจึงควรนํายีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสจาก Penicillium pinophilum 

สายพันธุ SMCU3-14 ซึ่งไมมีอินทรอน ที่ไดในครั้งนี้ ไปแสดงออกที่ระดับสูงในแบคทีเรียหรือยีสต 

และนอกจากนี้ก็ยังสามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดในระดับสูงโดยไมตองเหนี่ยวนําดวยเดกซแทรน

ที่มีราคาสูงอีกดวย ซึ่งเดกซแทรนเนสที่ไดนาจะมีศักยภาพนําไปประยุกตใชไดทั้งในทางการแพทย

และอุตสาหกรรมตอไป  
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1.  อาหารเลีย้งเชื้อเหลว malt extract 
 

      สารสกัดจากมอลท (malt extract)    20  กรัม 

เปปโตน (peptone)        5         กรัม 

กลูโคส (glucose)      20         กรัม 
     
      ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ    

ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 
2.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง malt extract   
 

      เตรียมอาหารดวยวิธีเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว malt extract แตละลายวุน 15 กรัมตออาหาร 1 

ลิตร เพิ่มลงไป จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121Oซ เปน

เวลา 20 นาที 

 
3.  อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
    
   ทริปโตน (tryptone)       10 กรัม 

ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)       5 กรัม 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)        5 กรัม 

 

      ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวยสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล เปน 7.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ    

ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121Oซ เปนเวลา 20 นาที 
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4.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 

      เตรียมอาหารดวยวิธีเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB แตละลายวุน 15 กรัมตออาหาร 1 ลิตร เพิ่ม

ลงไป จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121Oซ เปนเวลา 20 

นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1.  กลีเซอรอล 80% 
 
    นํากลีเซอรอล 87% ปริมาตร 92 มิลลิลิตร ผสมน้ําปลอดประจุ ปริมาตร 8 มิลลิลิตร นําไปนึ่งฆา

เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121Oซ เปนเวลา 20 นาที ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง

เปนเวลา 24  ชั่วโมง แลวนึ่งฆาเชื้อซํ้าอีกรอบ 

 
2.  สารปฏิชีวนะ 
  

      แอมพิซิลลินความเขมขน 100 มิลลิกรัม/น้ํา 1 มิลลิลิตร ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองสารละลาย

ผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตท ขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร เก็บรักษาไวในหลอด     

ไมโครฟวจที่อุณหภูมิ -20Oซ เมื่อนํามาใชแลวเก็บที่อุณหภูมิ  4Oซ 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 column 

    กอนใชชุดสกัดพลาสมิดครั้งแรกใหเติม RNase A ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลงใน Buffer P1 และเก็บ

รักษาไวที่อุณหภูมิ 4Oซ และเติม absolute ethanol ปริมาตร 24 มล. ลงใน Buffer PE 
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4.  ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล Qiaquick Gel Extraction Kit  (Qiagen,  Germany) 
 

      ประกอบดวย 

 Buffer QG 

 Buffer PE 

 Qiaquick column 

 Buffer EB 

 

      กอนใชชุดสกัดดีเอ็นเอใหเติม absolute ethanol ปริมาตร 24 มิลลิลิตร ลงใน Buffer PE โดยสกัด

ดีเอ็นเอตามกรรมวิธีระบุโดยบริษัทผูผลิต 

 
5.  สารละลาย 10% SDS 
 

     ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม คอยๆละลายในน้ําปลอดประจุ ปริมาตร 80 มล.  

เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล.  

 
6.  สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 
 

 Trismabase (C4H11NO3)                                                    121.1     กรัม 

 กรดไฮโดรคลอริกเขมขน                                                           42     มล. 

 

       ละลาย Trismabase  ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริกเขมขน     

คนใหเขากัน รอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 8.0 เติมน้ํา

ปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ 121Oซ เปนเวลา 20 นาที 
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7.   สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 
 

  EDTA (C10H14N2O8Na2•2H2O)  186.1     กรัม

โซเดียมไฮดรอกไซด       20     กรัม 

 

       ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด คนให  

เขากัน รอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 8.0 เติมน้ํา  

ปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

อุณหภูมิ 121Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 
8.   สารละลายโซเดียมคลอไรด เขมขน 1 โมลาร 
 

       ละลายโซเดียมคลอไรด น้ําหนัก 2.9 กรัม  ในน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 50 มล. นําไปนึ่งฆา

เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121Oซ เปนเวลา 20 นาที 

 
9.   สารละลาย Extraction buffer 
 
  Tric-HCl ,  pH 8.0     200   มิลลิโมลาร 

   โซเดียมคลอไรด             250     มิลลิโมลาร 

  EDTA,  pH 8.0               25     มิลลิโมลาร                   

   SDS                 5     % 
 

       ผสมสารละลาย Tric-HCl  เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 ปริมาตร 20 มล.,  

สารละลายโซเดียมคลอไรด เขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 25 มล., สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร 

ความเปนกรด-ดาง 8.0 ปริมาตร 5 มล. และสารละลาย 10% SDS ปริมาตร 5 มล. ใหเขากัน เติมน้ํา

ปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 45 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว   

อุณหภูมิ 121Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
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10. บัฟเฟอร TE  ความเปนกรด-ดาง 8.0 
 
 Tris-HCl                                                                      10        มิลลิโมลาร 

 EDTA                                                                            1        มิลลิโมลาร 

 

      ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 ปริมาตร 10 มล. เขากับ

สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 ปริมาตร 2 มล. เติมน้ําปลอดประจุจน

เปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121Oซ เปน

เวลา 20 นาที 

 
11. บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE)  
  

                         Tris base                                                                    242       กรัม 

                        กรดอะซีติกเขมขน                                                         57.1      มล. 

                        สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร                             100        มล. 

 

      ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 300 มล. แลวเติมน้ําปลอดประจุจนเปน

ปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121Oซ เปนเวลา 

20 นาที 

 
12. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม 
 
     ผสมสารละลายฟนอลที่อ่ิมตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรม ในอัตราสวน ฟนอล:คลอโรฟอรม 

1:1 (ปริมาตรตอปริมาตร) ผสมใหเขากัน เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4Oซ   

 
13. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบฟัเฟอร TAE 
 
     ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE  ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 10 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร เก็บในภาชนะที่ปดสนิท 
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14. Loading dye 
      
                     Bromphenolblue                                                        0.025    % 

                           ซูโครส                                                                              40    % 

       

      ละลายสวนผสมในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4Oซ   

 
15. สารละลายโซเดียมอะซีเตต เขมขน 3 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 5.2  
 
     ละลายโซเดียมอะซีเตต น้ําหนัก  204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 มล.     

นําไปปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2 ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มล. เติมน้ําปลอด

ประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 

121Oซ เปนเวลา 20 นาที 

  
16. สารละลาย RNase A  เขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

                       Tris-HCl 10 มิลลิโมลาร 

                        สารละลายโซเดียมคลอไรด            15        มิลลิโมลาร 

                        RNase A             0.2        กรัม 

 

       ผสมสารละลาย Tric-HCl  เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 ปริมาตร 0.1 มล. และ

สารละลายโซเดียมคลอไรด เขมขน 1 โมลาร ปริมาตร 0.15 มล. ใหเขากัน จากนั้นเติมผง RNase A                         

0.2 กรัม ผสมใหเขากันโดยปนผสมดวยเครื่องปนผสม นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที ทิง้ใหเยน็ 

แลวแบงใสหลอดไมโครฟวจหลอดละประมาณ 1 มิลลิลิตร  
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17. สารละลาย X-gal  ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร   
   

      ละลายผง X-gal น้ําหนัก 500 มก. ในสารละลาย dimethylformamide ใหปริมาตรเปน 10 มล. 

เก็บที่อุณหภูมิ -20Oซ ในหลอดปดสนิทและพันหลอดดวยอะลูมิเนียมฟลอยดเพื่อปองกันไมให

สารละลายสัมผัสกับแสง 

 
18. สารละลาย IPTG  ความเขมขน 0.1 โมลาร 
 

      ละลายผง IPTG น้ําหนัก 0.2 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหปริมาตรเปน 10 มล. กรองผานหัวกรอง   

ฆาเชื้อ เก็บที่อุณหภูมิ -20Oซ   

       
19. สารละลายผสม dNTP ที่มีความเขมขนของแตละนิวคลีโอไทด 10 มิลลิโมลาร  
 
     ผสม dATP,  dGTP,  dCTP,  dTTP ความเขมขน 100  มิลลิโมลาร ดวยปริมาตรชนิดละ 10 

ไมโครลิตร เขาดวยกันแลวปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหเปน 100 ไมโครลิตร

เก็บที่อุณหภูมิ -20Oซ 

 
20. สารละลายแคลเซียมคลอไรด  ความเขมขน 1 โมลาร   
 
     ละลายแคลเซียมคลอไรด  น้ําหนัก 55.5 กรัม ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 300 มล. แลวเติมน้ํา

ปลอดประจุจนเปนปริมาตร 500 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 

121Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 
21. ชุด BD GenomeWalker TM Universal Kit  (BD Biosciences, USA.) 
 
     ประกอบดวย 

  เรสทริกชันเอนไซม 

DraI (10 หนวยตอไมโครลิตร) 

EcoRI (10 หนวยตอไมโครลิตร) 

PvuII (10 หนวยตอไมโครลิตร) 
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StuI (10 หนวยตอไมโครลิตร) 

 

เรสทริกชันเอนไซม บัฟเฟอร 

10X DraI Restriction Buffer 

10X EcoRI Restriction Buffer 

   10X PvuII Restriction Buffer 

   10X StuI  Restriction Buffer 

  Control Human Genomic DNA (0.1 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร) 

  T4 DNA Ligase (6 หนวยตอไมโครลิตร) 

  10X Ligation Buffer 

  BD GenomeWalker Adaptor (25 ไมโครโมลาร) 

  Outer Adaptor Primer 1 (AP1;10 ไมโครโมลาร) 

  Nested Adaptor Primer 2 (AP21;10 ไมโครโมลาร) 

  BD GenomeWalker Human Positive Control Library 

  Positive Control tPA Primer (PCP1;10ไมโครโมลาร) 

  Positive Control tPA Nested Primer (PCP2;10ไมโครโมลาร) 

                      
 22.  ชุด QIAGEN PCR Cloning Kit  (Qiagen, Germany.) 
 
      ประกอบดวย 

   Ligation Master Mix,  2X 

   pDrive Cloning Vector (0.5 ไมโครกรัม) 

   Distilled water 

 
23.  ชุด GeneJETTM PCR Cloning Kit  (Fermentas,  USA.) 
 

        ประกอบดวย 

                   pJET1/blunt Cloning Vector  (50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร) 
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                       2X Reaction Buffer 

                      T4 DNA Ligase  (5 หนวยตอไมโครลิตร) 

                      DNA Blunting Enzyme 

                      pJET1 Forward Sequencing Primer  (10 ไมโครโมลาร) 

                      pJET1 Reverse Sequencing Primer  (10 ไมโครโมลาร) 

                      Control PCR Product  (24 นาโนกรัมตอไมโครลิตร) 

                      Water,  Nuclease free 

 
24.  สารละลายฟนอลอิ่มตัว  (Equilibrated phenol,  ultrapure) (USB,  USA.) 
 
      ประกอบดวย 

                        ฟนอลอิม่ตัวดวย Tris-HCl   

                            Equilibrate Buffer 

       

       กอนใชสารละลายฟนอลอิ่มตัวครั้งแรก ใหเติม Equilibrate Buffer ลงในสารละลายฟนอลอิ่มตัว 

เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4Oซ 

 
25.  Depurination solution   
 

       นํากรดไฮโดรคลอริกเขมขน ปริมาตร 17 มล. ผสมน้ําปลอดประจุปริมาตร 983 มล. นําไปนึ่งฆา

เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 
26.  Denaturation buffer 

 

โซเดียมไฮดรอกไซด     0.5 โมลาร         

โซเดียมคลอไรด      1.5 โมลาร 
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       ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. จนหมดแลวจึงละลายโซเดียม        

ไฮดรอกไซด เติมน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนด

ตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 
27.  Neutralization buffer 
 

Trismabase       0.5 โมลาร 

โซเดียมคลอไรด       3.0 โมลาร 

 

        ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 

7.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน เติมน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวย

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 
28.  สารละลาย 20XSSC 
 

โซเดียมคลอไรด       3.0 โมลาร 

โซเดียมอะซีเตต(CH3COONa)     0.3 โมลาร 

 

        ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางเปน 

7.0 เติมน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ

ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121Oซ เปนเวลา 20 นาที 

 
29.  สารละลาย 2XSSC/0.1%SDS  
 

        ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มล. ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 89 มล. ผสมใหเขากัน นําไปนึ่งฆา

เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121Oซ  เปนเวลา 20 นาที จากนั้นเติม

สารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มล. สารละลายนี้ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
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30.  สารละลาย 0.5XSSC/0.1%SDS   
 

        ละลาย 20XSSC ปริมาตร 2.5 มล. ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 96.5 มล. ผสมใหเขากัน นําไปนึ่ง

ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121Oซ เปนเวลา 20 นาที จากนั้นเติม

สารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มล. สารละลายนี้ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 

 
31.  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 

 ขวดหมายเลข  7. DIG Easy HYb Granules (add 64 ml sterile double distilled    

water, dissolve at 37°C) 

 

และสารละลายที่ตองเตรียมเพิ่มในการทดลองเปนดงันี ้

 
Washing buffer 
 

กรดมาเลอิก       0.1 โมลาร 

โซเดียมคลอไรด       0.15 โมลาร 

Tween 20       0.3 % 

 

ผสมกรดมาเลอิกและโซเดียมคลอไรดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 700 มล. ปรับคา

ความเปนกรด-ดางดวยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 7.5 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 900 มล. 
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จากนั้นเตรียมสารละลาย Tween 20 ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 100 มล. แลวนําสารละลายที่เตรียม

ทั้งหมดไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121Oซ  เปนเวลา 20 นาที กอน

ใชคอยเติมสารละลาย Tween 20 ที่เตรียมแยกลงไป 

 
Maleic acid buffer 
 

กรดมาเลอิก       0.1 โมลาร 

โซเดียมคลอไรด       0.15 โมลาร 
 

ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย

เกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 7.5 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวย

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121Oซ เปนเวลา 20 นาที 

 
Blocking solution 
 

ละลาย 10X blocking solution ใน Maleic buffer ที่นึ่งฆาเชื้อแลวดวยอัตราสวน 1 ตอ 9 

(ปริมาตรตอปริมาตร) ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 

 
Detection buffer 
 

Trismabase       0.1 โมลาร 

โซเดียมคลอไรด       0.1 โมลาร 

 

ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย

กรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 9.5 เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.นําไปนึ่งฆาเชื้อดวย

ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121Oซ เปนเวลา 20 นาที 
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32.  สารละลาย EDTA ความเขมขน 0.2 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 
 
      ผสมสารละลาย EDTA ความเขมขน 0.5 โมลาร ความเปนกรด-ดาง 8.0 ปริมาตร 2 มล. ในน้ํา

ปลอดประจุปริมาตร 3 มล. นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121Oซ  

เปนเวลา 20 นาที 
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ภาคผนวก ค 
 

การเปรียบเทียบความเหมือนของยีนและโปรตีนโดยโปรแกรม Clustal X,    
BlastN, BlastX และแผนที่แสดงลักษณะของเวกเตอร 

 
1.  การหาบรเิวณอนุรกัษของเดกซแทรนเนสดวยโปรแกรม Clustal X เพื่อการออกแบบไพร
เมอรสําหรับทําปฏกิิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
 

dexA คือ  ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสจาก Penicillium funiculosum (หมายเลข  

เขาถึง AJ272066) 

Dex2 คือ  ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสไอโซฟอรมจาก Penicillium minioluteum 

(หมายเลขเขาถึง AF020619) 

pUDEX คือ  ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเอนโดเดกซแทรนเนสจาก Penicillium minioluteum สายพันธุ 

HI-4 (หมายเลขเขาถึง L 41562 และ Garcia และคณะ, 1996) 

Dex1F, Dex1R, Dex2F, Dex2R   ที่ระบุไวบนลําดับนิวคลีโอไทดแสดงบริเวณที่ใชออกแบบไพรเมอร 

 
dexA            ------------------------------------------------------------ 
Dex2            ------------------------------------------------------------ 
pUDEX           CCAATACAGTAGTTGACTTCATATAGCTTCCAACAAAAGGGATGGGGATGAAGGCTCTAT 
                                                                             
 
dexA            ------------------------------------------------------------ 
Dex2            ------------------------------------------------------------ 
pUDEX           AGCGAGAAGTCTATAAGAAAGTGTCCTCATACCTGTATCTCTCAGTCGTTCGAGAACAAT 
                                                                             
 
dexA            ------------------------------------------------ATGGCCACAATG 
Dex2            ------------------------------------------------ATGGCCACAATG 
pUDEX           CCCGGAAACTATCTTATCTTGCGAGAAAGAAGACAATATCTCAAACTTATGGCCACAATG 
                                                                ************ 
 
dexA            CTAAAGCTACTTGCGTTGACCCTTGCAATTAGCGAGTCCGCCATTGGAGCAGTCATGCAC 
Dex2            CTAAAGCTACTTGCGTTGGCCCTCGCAATTAGCGAGTCTACCCTCGGAGCAGTCCTGCAT 
pUDEX           CTAAAGCTACTTGCGTTGACCCTTGCAATTAGCGAGTCCGCCATTGGAGCAGTCATGCAC 
                ****************** **** **************  ** * ********* ****  
 
dexA            CCACCTGGCGTTTCTCATCCCGGTACCCATACGGGCACTACGAATAATACCCATTGCGGC 
Dex2            CCACGTCGTGATTCTCGTTCTAGCAC------GGGAACCACGAACGCTACCCATTGTGGC 
pUDEX           CCACCTGGCAATTCTCATCCCGGTACCCATATGGGCACTACGAATAATACCCATTGCGGC 
                **** * *   ***** * *  * **      *** ** *****   ********* *** 
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                               Dex1F 
 
dexA            GCCGACTTCTGTACCTGGTGGCATGATTCAGGGGAGATCAACACGCAGACACCTGTCCAA 
Dex2            ACCGATTTCTGTACCTGGTGGCATGATTCTGGGGAGATCAACAAGCAGACACCTGTCCAA 
pUDEX           GCCGATTTCTGTACCTGGTGGCATGATTCAGGGGAGATCAATACGCAGACACCTGTCCAA 
                 **** *********************** *********** * **************** 
 
dexA            CCAGGGAACGTGCGCCAATCTCACAAGTATTCCGTGCAAGTGAGTCTAGCTGGTACAAAC 
Dex2            CCAGGGAACGTGCGTCAATCTCATAAGTATTCCGTGCAAGTGAGTCTGGCAGGTGCAAAC 
pUDEX           CCAGGGAACGTGCGCCAATCTCACAAGTATTCCGTGCAAGTGAGCCTAGCTGGTACAAAC 
                ************** ******** ******************** ** ** *** ***** 
 
dexA            AACTTTCATGACTCCTTTGTATATGAATCGATCCCCCGGAACGGAAATGGTCGCATCTAT 
Dex2            AATTTTTATGACTCCTTTGTGTATGAATCTATCCCCCGGAATGGAAATGGCCGCATCCAT 
pUDEX           AATTTTCATGACTCCTTTGTATATGAATCGATCCCCCGGAACGGAAATGGTCGCATCTAT 
                ** *** ************* ******** *********** ******** ****** ** 
 
dexA            GCTCCCACCGATCCATCCAACAGCAACACATTAGATTCAAGCGTGGATGATGGAATCTCG 
Dex2            GCCCCCACGGACCCTCCCAACAGCAACACGCTAGATTCAAGCATTGATGATGGAATCTCA 
pUDEX           GCTCCCACCGATCCACCCAACAGCAACACACTAGATTCAAGTGTGGATGATGGAATCTCG 
                ** ***** ** **  *************  **********  * **************  
 
dexA            ATTGAGCCTAGTATCGGCCTCAATATGGCATGGTCCCAATTCGAGTACAGCCAGGATGTC 
Dex2            ATTGAGCCTAGTATTGGTCTCAATATGGCATGGTCCCAGTTCGAATACGACCAGGATGTG 
pUDEX           ATTGAGCCTAGTATCGGCCTTAATATGGCATGGTCCCAATTCGAGTACAGCCACGATGTA 
                ************** ** ** ***************** ***** ***  *** *****  
 
dexA            GATATAAAGATCCTGGCAACTGATGGCTCATCGTTGGGCTCACCAAGTGATGTTGTTATT 
Dex2            GATATAAAGATCCTTGACACTGAGGGGTCATCTTTGGGCTCTCCAAGTGACGTTGTAATT 
pUDEX           GATGTAAAGATCCTGGCCACTGATGGCTCATCGTTGGGCTCGCCAAGTGATGTTGTTATT 
                *** ********** *  ***** ** ***** ******** ******** ***** *** 
 
dexA            CGCCCCGTCTCAATCTCCTATGCGATTTCTCAGTCCAACGATGGCGGGATTGTCATCCGG 
Dex2            CGTCCCGTCTCAATCTCCTATCATATTTCTCAGTCCAGCGACGGTGGGATTGTCATCCGG 
pUDEX           CGCCCCGTCTCAATCTCCTATGCGATTTCTCAGTCTGACGATGGTGGGATTGTCATCCGG 
                ** ******************   ***********   *** ** *************** 
 
dexA            GTCCCAGCCGATGCGAACGGCCGCAAATTTTCAGTCGAATTCAAAAATGACCTGTACACT 
Dex2            GTCCCAGCCGATGCGAATGGCCGCAAATTTTCAGTAGAGTTCAAGAATGACCTGTACACA 
pUDEX           GTCCCAGCCGATGCGAACGGCCGCAAATTTTCAGTTGAGTTCAAAACTGACCTGTACACA 
                ***************** ***************** ** ***** * ************  
 
dexA            TTCCTCTCTGATGGCAACGAGTACGTCACATCGGGAGGTAGCGTCGTCGGCGTTGAGCCT 
Dex2            TTTCGCTCTGATGGCAACGAGTACGTCACATCAGGAGGCAGCGTCGTCGGCGTTGAGCCC 
pUDEX           TTCCTCTCTGATGGCAACGAGTACGTCACATCGGGAGGCAGCGTCGTCGGCGTTGAGCCT 
                ** * *************************** ***** ********************  
 
dexA            ACCAACGCACTTGTGATCTTCGCAAGTCCGTTTCTTCCTTCTGGCATGATTCCTCATATG 
Dex2            ACCAACGCACTTGTGATCTTTGCTAGCCCGTTTCTTCCATCAGGCATGATTCCTCATATG 
pUDEX           ACCAACGCACTTGTGATCTTCGCAAGTCCGTTTCTTCCTTCTGGCATGATTCCTCATATG 
                ******************** ** ** *********** ** ****************** 
 
dexA            AAACCCCACAACACGCAGACCATGACGCCAGGTCCTATCAATAACGGCGACTGGGGCGCC 
Dex2            ACACCCGACAACACGCAGACCATGACGCCAGGCCCTATCAATAATGGCGACTGGGGCTCT 
pUDEX           ACACCCGACAACACGCAGACCATGACGCCAGGTCCTATCAATAACGGCGACTGGGGCGCC 
                * **** ************************* *********** ************ *  
                                                                                                                                          Dex2F 
                                  
dexA            AAGTCAATTCTTTACTTCCCACCAGGTGTATACTGGATGAACCAAGATCAATCGGGCAAC 
Dex2            AAGTCAACTCTTTACTTCCCACCAGGTGTATACTGGATGAACCAAGATCAATCGGGGAAC 
pUDEX           AAGTCAATTCTTTACTTCCCACCAGGTGTATACTGGATGAACCAAGATCAATCGGGCAAC 
                ******* ************************************************ *** 
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dexA            TCGGGTAAATTAGGATCTAATCATATACGTCTAAACTCGAACACTTACTGGGTCTACCTT 
Dex2            TCGGGGAAACTAGGATCCAATCATATGCGTCTAGACTCAAACACTTACTGGGTTTACTTC 
pUDEX           TCGGGGAAGTTAGGATCTAATCATATACGTCTAAACTCGAACACTTACTGGGTCTACCTT 
                ***** **  ******* ******** ****** **** ************** *** *  
 
dexA            GCCCCCGGTGCGTACGTGAAGGGTGCTATAGAGTATTTCACCAAGCAAAACTTCTATGCA 
Dex2            GCCCGGTGCGCGTATGTGAAGGGTGCTGTGGAATATTTCACCAAACACAACTTCTATGCA 
pUDEX           GCCCCCGGTGCGTACGTGAAGGGTGCTATAGAGTATTTTACCAAGCAGAACTTCTATGCA 
                ****   * ***** ************ * ** ***** ***** ** ************ 
 
dexA            ACTGGTCATGGTGTCCTATCAGGTGAAAACTATGTTTACCAAGCCAATGCTGGCGACAAC 
Dex2            ACCGGCCATGGTGTCCTATCGGGTGAAAACTATGTTTACCAAGCAAATGCTGGCGACAAC 
pUDEX           ACTGGTCATGGTATCCTATCGGGTGAAAACTATGTTTACCAAGCCAATGCCGGCGACAAC 
                ** ** ****** ******* *********************** ***** ********* 
 
dexA            TATGTTGCAGTCAAGAGCGATTCGACCAGCCTCCGGATGTGGTGGCACAATAACCTTGGG 
Dex2            TACGTTGCTGTAAAGAGCGACTCGGCTGGCCTGCGGATGTGGTGGCACAATAACCTTGGG 
pUDEX           TACATTGCAGTCAAGAGCGATTCAACCAGCCTCCGGATGTGGTGGCACAATAACCTTGGG 
                **  **** ** ******** **  *  **** *************************** 
 
dexA            GGTGGTCAAACATGGTACTGCGTTGGCCCGACGATCAATGCGCCACCATTCAACACTATG 
Dex2            GGTGGTCAAATATGGTATTGTGTTGGCT--AC-ATCAATGCGCCGCCATTCAACACTATG 
pUDEX           GGTGGTCAAACATGGTACTGCGTTGGCCCGACGATCAATGCGCCACCATTCAATACTATG 
                ********** ****** ** ******   ** *********** ******** ****** 
                                          Dex1R  
 
dexA            GATTTCAATGGAAATTCTGGCATCTCAAGTCAAATTAGCGACTATAAGCAGGTGGGAGCC 
Dex2            GATTTCAATGGAAATTCTGGCATCTCAAGTCAAATTAGCGATTATAAGCAGGTGGGGGCC 
pUDEX           GATTTCAATGGAAATTCTGGCATCTCAAGTCAAATTAGCGACTATAAGCAGGTGGGAGCC 
                ***************************************** ************** *** 
 
dexA            TTCTTCTTCCAGACGGATGGACCAGAAATCTATCCCAATAGTGTCGTGCACGACGTCTTC 
Dex2            TTCTTCTTCCAGACGGATGGACCAGAGATTTATCCCAATAGTGTGGTGCACGACGTCTTC 
pUDEX           TTCTTCTTCCAGACGGATGGACCAGAAATATATCCCAATAGTGTCGTGCACGACGTCTTC 
                ************************** ** ************** *************** 
 
dexA            TGGCACGTCAATGATGATGCAATCAAAATCTACTATTCGGGAGCATCTGTATCGCGGGCA 
Dex2            TGGCATGTCAATGATGATGCAATCAAAACCTACTATTCTGGGGCATCTATCTCGCGGGTA 
pUDEX           TGGCACGTCAATGATGATGCAATCAAAATCTACTATTCGGGAGCATCTGTATCGCGGGCA 
                ***** ********************** ********* ** ****** * ******* * 
 
dexA            ACGATCTGGAAATGTCACAATGACCCAATCATCCAGATGGGATGGACATCTCGGGATATC 
Dex2            ACGATCCGGAAATGCCATAACGATCCAATTATCCAGATGGGATGGACGTCTCGGTCTATC 
pUDEX           ACGATCTGGAAATGTCACAATGACCCAATCATCCAGATGGGATGGACGTCTCGGGATATC 
                ****** ******* ** ** ** ***** ***************** ******  **** 
                      Dex2R 
 
dexA            AGTGGAGTGACAATCGACACATTAAATGTTATTCACACCCGCTACATCAAATCGGAGACG 
Dex2            AGTGGAGTGACAATCGACAAGCTGAATGTTATCCACACCCGCTACATTAAGTCAGAAACG 
pUDEX           AGTGGAGTGACAATCGACACATTAAATGTTATTCACACCCGCTACATCAAATCGGAGACG 
                *******************   * ******** ************** ** ** ** *** 
                    
dexA            GTGGTGCCTTCGGCTATCATTGGGGCCTCTCCATTCTATGCAAGTGGGATGAGTCCCGAT 
Dex2            GTGGTGCCTTCGGCTATCATTGGTGCCTCTCCATTTTATGCAAGTGGAATGAGTCCTGAT 
pUDEX           GTGGTGCCTTCGGCTATCATTGGGGCCTCTCCATTCTATGCAAGTGGGATGAGTCCTGAT 
                *********************** *********** *********** ******** *** 
 
dexA            TCAAGCAAGTCCATATCCATGACGGTTTCAAACGTTGTTTGCGAGGGTCTTTGCCCGTCC 
Dex2            CCAAGCCAGTCCATATCCATGACGATTTCGAACGTTGTATGCGAGGGTCTT---CCGTCC 
pUDEX           TCAAGAAAGTCCATATCCATGACGGTTTCAAACGTTGTTTGCGAGGGTCTTTGCCCGTCC 
                 ****  ***************** **** ******** ************   ****** 
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dexA            CTGTTCCGCATCACACCCCTACAGAACTACAAAAATTTTGTTGTCAAAAATGTGGCTTTC 
Dex2            CTGTTTCGAATCACACCCTTACAGAACTACAAGAATTTTGTTGTCAAAAATGTGGCTTTC 
pUDEX           CTATTCCGCATCACACCCCTTCAGAACTACAAAAATTTTGTTGTCAAAAATGTGGCTTTC 
                ** ** ** ********* * *********** *************************** 
 
dexA            CCAGATGGGCTACAGACAAATAGTATTGGCACAGGAGAAAGCATTATTCCAGCCGCATCT 
Dex2            CCGGACGGGCTACAGACAAATAGTATTGGCACCGGGGAGAGTCTTATTCCAGCCGCATCT 
pUDEX           CCAGACGGGCTACAGACGAATAGTATTGGCACAGGAGAAAGCATTATTCCAGCCGCATCT 
                ** ** *********** ************** ** ** **  ***************** 
 
dexA            GGTCTAACGATGGGACTAAATATCTCCAGCTGGACTGTTGGTGGACAAAAAGTGACAATG 
Dex2            GGTCTCACGATGGGACTAGGTATCTCTGGCTGGACCGTTGGTGGACAAAAAGTGACTATG 
pUDEX           GGTCTAACGATGGGACTGAATATCTCCAACTGGACTGTTGGTGGACAAAAAGTGACTATG 
                ***** ***********   ******   ****** ******************** *** 
 
dexA            GAGAACTTTCAAGCCAATAGCCTGGGGCAGTTCAATATTGACGGCAGCTATTGGGGGGAG 
Dex2            CAGAACTTCCAATCGAGTAGCCTCGGGCAGTTCGACATTGACGGCAGCTATTGGGGGGAG 
pUDEX           GAGAACTTTCAAGCCAATAGCCTGGGGCAGTTCAATATTGACGGCAGCTATTGGGGGGAG 
                 ******* *** * * ****** ********* * ************************ 
 
dexA            TGGCAGATTAGTCGAATTTCCAGCTCTCAGAGCGCGTGAGTGCTTCTACCCGCTCCTTTA 
Dex2            TGGCAGATTAGCTGA--------------------------------------------- 
pUDEX           TGGCAGATTAGCTGAATT-CCAGCTCTCGGAGCGCGTGAGTGCTTCTACCCGCTCCTTTA 
                ***********  **                                              
 
dexA            CCCTTGTCGAAGGATCAAGGCATAAGTTAGCTCATGTGAAGGCGATTTCAGTTCATTCTC 
Dex2            ------------------------------------------------------------ 
pUDEX           CCCTTGTCGAGAGATAAAGGCATAAGTTAGCTCATGTGAAGGCGATTTCAGTTCATTCTC 
                                                                             
 
dexA            TCTTTTTTGGAGCTCATTTCCTTTTCGACCAATTGTGACACCAAATTGCC---------- 
Dex2            ------------------------------------------------------------ 
pUDEX           TCTTTTT-GGAGCTTATTTCCTGTTCGACCAATTGTGACACCAACTTGCCTTTCAAAAGA 
                                                                             
 
dexA            ----------ATGTGTACTGTAATTGGTCAAATGAACGTTAACCTTCGATTTAATATGGA 
Dex2            ------------------------------------------------------------ 
pUDEX           CGTGGACGATATGTGTACGGTAATCAGTCAAATGAACGTCAACATTC-ATTTAATAAGGA 
                                                                             
 
dexA            CATTTCCAGGTTTCCTTACTCTGTCGATTATGCCTAACTCGGGTTGATGTCTTGTCAGGA 
Dex2            ------------------------------------------------------------ 
pUDEX           CATTTCCAGGTTTCC--------------------------------------------- 
                                                                             
 
dexA            TGAAAATCTCGTTGTCATGTACTTCGAGTGAAATGGGCAGGGCTAACCCCTAAGCCCTAA 
Dex2            ------------------------------------------------------------ 
pUDEX           ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
dexA            CGCCCAATCGACTTATAAGTCTAGATGTTTATGCTATGCAGGCTCTGGAATGATTTACAT 
Dex2            ------------------------------------------------------------ 
pUDEX           ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
dexA            TCCATGCTATACA 
Dex2            ------------- 
pUDEX           ------------- 
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2. แผนที่แสดงลักษณะของเวกเตอร pDrive Cloning Vector (Qiagen, Germany) 
 

 
 
3.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดใน pPT-1 กับยีนเอนโดเดกซ
แทรนเนสของ Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 (clone pUDEX) (หมายเลขเขาถึงของ 
GenBank L41562 และ Garcia และคณะ, 1996) 
 
>gb|L41562.1|PECDEX  Penicillium minioluteum (clone pUDEX) dextranase (Dex) gene,  

complete cds 

Length=3629,  Score =  597 bits (301),  Expect = 1e-167 

Identities = 307/309 (99%), Gaps = 0/309 (0%) 
  
Query  1     TTCCCACCAGGTGTATACTGGATGAACCAAGATCAATCGGGCAACTCGGGGAAGTTAGGA  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1931  TTCCCACCAGGTGTATACTGGATGAACCAAGATCAATCGGGCAACTCGGGGAAGTTAGGA  1990 
 
Query  61    TCTAATCATATACGTCTAAACTCGAACACTTACTGGGTCTACCTTGCCCCCGGTGCGTAC  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1991  TCTAATCATATACGTCTAAACTCGAACACTTACTGGGTCTACCTTGCCCCCGGTGCGTAC  2050 
 
Query  121   GTGAAGGGTGCTATAGAGTATTTTACCAAGCAGAACTTCTATGCAACTGGTCATGGTATC  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2051  GTGAAGGGTGCTATAGAGTATTTTACCAAGCAGAACTTCTATGCAACTGGTCATGGTATC  2110 
 
Query  181   CTATCGGGTGAAAACTATGTTTACCAAGCCAATGCCGGCGACAACTATGTTGCAGTCAAG  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||||||| 
Sbjct  2111  CTATCGGGTGAAAACTATGTTTACCAAGCCAATGCCGGCGACAACTACATTGCAGTCAAG  2170 
 
Query  241   AGCGATTCAACCAGCCTCCGGATGTGGTGGCACAATAACCTTGGGGGTGGTCAAACATGG  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2171  AGCGATTCAACCAGCCTCCGGATGTGGTGGCACAATAACCTTGGGGGTGGTCAAACATGG  2230 
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Query  301   TACTGCGTT  309 
             ||||||||| 
Sbjct  2231  TACTGCGTT  2239 

 
4.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดใน pPT-1 กับยีนเดกซแทรนเนส 
ของ Penicillium funiculosum (หมายเลขเขาถึงของ GenBank  AJ272066) 
 
>emb|AJ272066.1|PFU272066  Penicillium funiculosum dexA gene for dextranase 

Length=2225,  Score =  549 bits (277),  Expect = 2e-153 

Identities = 301/309 (97%), Gaps = 0/309 (0%) 
  
Query  1     TTCCCACCAGGTGTATACTGGATGAACCAAGATCAATCGGGCAACTCGGGGAAGTTAGGA  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || |||||| 
Sbjct  808   TTCCCACCAGGTGTATACTGGATGAACCAAGATCAATCGGGCAACTCGGGTAAATTAGGA  867 
 
Query  61    TCTAATCATATACGTCTAAACTCGAACACTTACTGGGTCTACCTTGCCCCCGGTGCGTAC  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  868   TCTAATCATATACGTCTAAACTCGAACACTTACTGGGTCTACCTTGCCCCCGGTGCGTAC  927 
 
Query  121   GTGAAGGGTGCTATAGAGTATTTTACCAAGCAGAACTTCTATGCAACTGGTCATGGTATC  180 
             ||||||||||||||||||||||| |||||||| |||||||||||||||||||||||| || 
Sbjct  928   GTGAAGGGTGCTATAGAGTATTTCACCAAGCAAAACTTCTATGCAACTGGTCATGGTGTC  987 
 
Query  181   CTATCGGGTGAAAACTATGTTTACCAAGCCAATGCCGGCGACAACTATGTTGCAGTCAAG  240 
             ||||| ||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  988   CTATCAGGTGAAAACTATGTTTACCAAGCCAATGCTGGCGACAACTATGTTGCAGTCAAG  1047 
 
Query  241   AGCGATTCAACCAGCCTCCGGATGTGGTGGCACAATAACCTTGGGGGTGGTCAAACATGG  300 
             |||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1048  AGCGATTCGACCAGCCTCCGGATGTGGTGGCACAATAACCTTGGGGGTGGTCAAACATGG  1107 
 
Query  301   TACTGCGTT  309 
             ||||||||| 
Sbjct  1108  TACTGCGTT  1116 

 
5.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดใน pPT-1  กับยีนเดกซแทรนเนส
ไอโซฟอรมของ Penicillium minioluteum (หมายเลขเขาถึงของ GenBank  AF020619)   
 
>gb|AF020619.1|AF020619  Penicillium minioluteum dextranase isoform (Dex2) gene, 

complete cds 

Length=1815,  Score =  313 bits (158),  Expect = 2e-82 

Identities = 266/302 (88%), Gaps = 0/302 (0%) 
  
Query  1     TTCCCACCAGGTGTATACTGGATGAACCAAGATCAATCGGGCAACTCGGGGAAGTTAGGA  60 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||  ||||| 
Sbjct  802   TTCCCACCAGGTGTATACTGGATGAACCAAGATCAATCGGGGAACTCGGGGAAACTAGGA  861 
 
Query  61    TCTAATCATATACGTCTAAACTCGAACACTTACTGGGTCTACCTTGCCCCCGGTGCGTAC  120 
             || |||||||| |||||| |||| |||||||||||||| ||| | ||||   | |||||  
Sbjct  862   TCCAATCATATGCGTCTAGACTCAAACACTTACTGGGTTTACTTCGCCCGGTGCGCGTAT  921 
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Query  121   GTGAAGGGTGCTATAGAGTATTTTACCAAGCAGAACTTCTATGCAACTGGTCATGGTATC  180 
             |||||||||||| | || ||||| ||||| || |||||||||||||| || |||||| || 
Sbjct  922   GTGAAGGGTGCTGTGGAATATTTCACCAAACACAACTTCTATGCAACCGGCCATGGTGTC  981 
 
Query  181   CTATCGGGTGAAAACTATGTTTACCAAGCCAATGCCGGCGACAACTATGTTGCAGTCAAG  240 
             ||||||||||||||||||||||||||||| ||||| ||||||||||| ||||| || ||| 
Sbjct  982   CTATCGGGTGAAAACTATGTTTACCAAGCAAATGCTGGCGACAACTACGTTGCTGTAAAG  1041 
 
Query  241   AGCGATTCAACCAGCCTCCGGATGTGGTGGCACAATAACCTTGGGGGTGGTCAAACATGG  300 
             ||||| ||  |  |||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| 
Sbjct  1042  AGCGACTCGGCTGGCCTGCGGATGTGGTGGCACAATAACCTTGGGGGTGGTCAAATATGG  1101 
 
Query  301   TA  302 
             || 
Sbjct  1102  TA  1103 

 
6.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR จากคูไพร
เมอร Dex1F กับ Dex1R กับยีนเอนโดเดกซแทรนเนสของ Penicillium minioluteum สายพันธุ 
HI-4 (clone pUDEX) (หมายเลขเขาถึงของ GenBank L41562 และ Garcia และคณะ, 1996) 
 

>gb|L41562.1|PECDEX  Penicillium minioluteum (clone pUDEX) dextranase (Dex) gene,  

complete cds 

Length=3629,  Score = 1780 bits (898),  Expect = 0.0 

Identities = 914/918 (99%), Gaps = 1/918 (0%) 
 
Query  4     ACCTGTCCA-CCAGGGAACGTGCGCCAATCTCACAAGTATTCCGTGCAAGTGAGCCTAGC  62 
             ||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1306  ACCTGTCCAACCAGGGAACGTGCGCCAATCTCACAAGTATTCCGTGCAAGTGAGCCTAGC  1365 
 
Query  63    TGGTACAAACAATTTTCATGACTCCTTTGTATATGAATCGATCCCCCGGAACGGAAATGG  122 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1366  TGGTACAAACAATTTTCATGACTCCTTTGTATATGAATCGATCCCCCGGAACGGAAATGG  1425 
 
Query  123   TCGCATCTATGCTCCCACCGATCCACCCAACAGCAACACACTAGATTCAAGTGTGGATGA  182 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1426  TCGCATCTATGCTCCCACCGATCCACCCAACAGCAACACACTAGATTCAAGTGTGGATGA  1485 
 
Query  183   TGGAATCTCGATTGAGCCTAGTATCGGCCTTAATATGGCATGGTCCCAATTCGAGTACAG  242 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1486  TGGAATCTCGATTGAGCCTAGTATCGGCCTTAATATGGCATGGTCCCAATTCGAGTACAG  1545 
 
Query  243   CCACGATGTAGATGTAAAGATCCTGGCCACTGATGGCTCATCGTTGGGCTCGCCAAGTGA  302 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1546  CCACGATGTAGATGTAAAGATCCTGGCCACTGATGGCTCATCGTTGGGCTCGCCAAGTGA  1605 
 
Query  303   TGTTGTTATTCGCCCCGTCTCAATCTCCTATGCGATTTCTCAGTCTGACGATGGTGGGAT  362 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1606  TGTTGTTATTCGCCCCGTCTCAATCTCCTATGCGATTTCTCAGTCTGACGATGGTGGGAT  1665 
 
Query  363   TGTCATCCGGGTCCCAGCCGATGCGAACGGCCGCAAATTTTCAGTTGAGTTCAAAACTGA  422 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1666  TGTCATCCGGGTCCCAGCCGATGCGAACGGCCGCAAATTTTCAGTTGAGTTCAAAACTGA  1725 
 
Query  423   CCTGTACACATTCCTCTCTGATGGCAATGAGTACGTCACATCGGGAGGCAGCGTCGTCGG  482 
             ||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1726  CCTGTACACATTCCTCTCTGATGGCAACGAGTACGTCACATCGGGAGGCAGCGTCGTCGG  1785 
 
 
 



 138 

Query  483   CGTTGAGCCTACCAACGCACTTGTGATCTTCGCAAGTCCGTTTCTTCCTTCTGGCATGAT  542 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1786  CGTTGAGCCTACCAACGCACTTGTGATCTTCGCAAGTCCGTTTCTTCCTTCTGGCATGAT  1845 
 
Query  543   TCCTCATATGACACCCGACAACACGCAGACCATGACGCCAGGTCCTATCAATAACGGCGA  602 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1846  TCCTCATATGACACCCGACAACACGCAGACCATGACGCCAGGTCCTATCAATAACGGCGA  1905 
 
Query  603   CTGGGGCGCCAAGTCAATTCTTTACTTCCCACCAGGTGTATACTGGATGAACCAAGATCA  662 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1906  CTGGGGCGCCAAGTCAATTCTTTACTTCCCACCAGGTGTATACTGGATGAACCAAGATCA  1965 
 
Query  663   ATCGGGCAACTCGGGGAAGTTAGGATCTAATCATATACGTCTAAACTCGAACACTTACTG  722 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1966  ATCGGGCAACTCGGGGAAGTTAGGATCTAATCATATACGTCTAAACTCGAACACTTACTG  2025 
 
Query  723   GGTCTACCTTGCCCCCGGTGCGTACGTGAAGGGTGCTATAGAGTATTTTACCAAGCAGAA  782 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2026  GGTCTACCTTGCCCCCGGTGCGTACGTGAAGGGTGCTATAGAGTATTTTACCAAGCAGAA  2085 
 
Query  783   CTTCTATGCAACTGGTCATGGTATCCTATCGGGTGAAAACTATGTTTACCAAGCCAATGC  842 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2086  CTTCTATGCAACTGGTCATGGTATCCTATCGGGTGAAAACTATGTTTACCAAGCCAATGC  2145 
 
Query  843   CGGCGACAACTATGTTGCAGTCAAGAGCGATTCAACCAGCCTCCGGATGTGGTGGCACAA  902 
             ||||||||||||  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2146  CGGCGACAACTACATTGCAGTCAAGAGCGATTCAACCAGCCTCCGGATGTGGTGGCACAA  2205 
 
Query  903   TAACCTTGGGGGTGGTCA  920 
             |||||||||||||||||| 
Sbjct  2206  TAACCTTGGGGGTGGTCA  2223 

 
7.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR จากคูไพร
เมอร Dex1F กับ Dex1R กับยีนเดกซแทรนเนสของ Penicillium funiculosum (หมายเลข
เขาถึงของ GenBank AJ272066) 
 
>emb|AJ272066.1|PFU272066  Penicillium funiculosum dexA gene for dextranase 

Length=2225,  Score = 1566 bits (790),  Expect = 0.0 

Identities = 887/918 (96%), Gaps = 1/918 (0%) 
  
Query  4     ACCTGTCCA-CCAGGGAACGTGCGCCAATCTCACAAGTATTCCGTGCAAGTGAGCCTAGC  62 
             ||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| 
Sbjct  183   ACCTGTCCAACCAGGGAACGTGCGCCAATCTCACAAGTATTCCGTGCAAGTGAGTCTAGC  242 
 
Query  63    TGGTACAAACAATTTTCATGACTCCTTTGTATATGAATCGATCCCCCGGAACGGAAATGG  122 
             |||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  243   TGGTACAAACAACTTTCATGACTCCTTTGTATATGAATCGATCCCCCGGAACGGAAATGG  302 
 
Query  123   TCGCATCTATGCTCCCACCGATCCACCCAACAGCAACACACTAGATTCAAGTGTGGATGA  182 
             ||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| |||||||||| |||||||| 
Sbjct  303   TCGCATCTATGCTCCCACCGATCCATCCAACAGCAACACATTAGATTCAAGCGTGGATGA  362 
 
Query  183   TGGAATCTCGATTGAGCCTAGTATCGGCCTTAATATGGCATGGTCCCAATTCGAGTACAG  242 
             |||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  363   TGGAATCTCGATTGAGCCTAGTATCGGCCTCAATATGGCATGGTCCCAATTCGAGTACAG  422 
 
Query  243   CCACGATGTAGATGTAAAGATCCTGGCCACTGATGGCTCATCGTTGGGCTCGCCAAGTGA  302 
             ||| ||||| ||| ||||||||||||| ||||||||||||||||||||||| |||||||| 
Sbjct  423   CCAGGATGTCGATATAAAGATCCTGGCAACTGATGGCTCATCGTTGGGCTCACCAAGTGA  482 
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Query  303   TGTTGTTATTCGCCCCGTCTCAATCTCCTATGCGATTTCTCAGTCTGACGATGGTGGGAT  362 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  ||||||| ||||| 
Sbjct  483   TGTTGTTATTCGCCCCGTCTCAATCTCCTATGCGATTTCTCAGTCCAACGATGGCGGGAT  542 
 
Query  363   TGTCATCCGGGTCCCAGCCGATGCGAACGGCCGCAAATTTTCAGTTGAGTTCAAAACTGA  422 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || ||||||| ||| 
Sbjct  543   TGTCATCCGGGTCCCAGCCGATGCGAACGGCCGCAAATTTTCAGTCGAATTCAAAAATGA  602 
 
Query  423   CCTGTACACATTCCTCTCTGATGGCAATGAGTACGTCACATCGGGAGGCAGCGTCGTCGG  482 
             ||||||||| ||||||||||||||||| |||||||||||||||||||| ||||||||||| 
Sbjct  603   CCTGTACACTTTCCTCTCTGATGGCAACGAGTACGTCACATCGGGAGGTAGCGTCGTCGG  662 
 
Query  483   CGTTGAGCCTACCAACGCACTTGTGATCTTCGCAAGTCCGTTTCTTCCTTCTGGCATGAT  542 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  663   CGTTGAGCCTACCAACGCACTTGTGATCTTCGCAAGTCCGTTTCTTCCTTCTGGCATGAT  722 
 
Query  543   TCCTCATATGACACCCGACAACACGCAGACCATGACGCCAGGTCCTATCAATAACGGCGA  602 
             ||||||||||| |||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  723   TCCTCATATGAAACCCCACAACACGCAGACCATGACGCCAGGTCCTATCAATAACGGCGA  782 
 
Query  603   CTGGGGCGCCAAGTCAATTCTTTACTTCCCACCAGGTGTATACTGGATGAACCAAGATCA  662 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  783   CTGGGGCGCCAAGTCAATTCTTTACTTCCCACCAGGTGTATACTGGATGAACCAAGATCA  842 
 
Query  663   ATCGGGCAACTCGGGGAAGTTAGGATCTAATCATATACGTCTAAACTCGAACACTTACTG  722 
             ||||||||||||||| || ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  843   ATCGGGCAACTCGGGTAAATTAGGATCTAATCATATACGTCTAAACTCGAACACTTACTG  902 
 
Query  723   GGTCTACCTTGCCCCCGGTGCGTACGTGAAGGGTGCTATAGAGTATTTTACCAAGCAGAA  782 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| || 
Sbjct  903   GGTCTACCTTGCCCCCGGTGCGTACGTGAAGGGTGCTATAGAGTATTTCACCAAGCAAAA  962 
 
Query  783   CTTCTATGCAACTGGTCATGGTATCCTATCGGGTGAAAACTATGTTTACCAAGCCAATGC  842 
             |||||||||||||||||||||| ||||||| ||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  963   CTTCTATGCAACTGGTCATGGTGTCCTATCAGGTGAAAACTATGTTTACCAAGCCAATGC  1022 
 
Query  843   CGGCGACAACTATGTTGCAGTCAAGAGCGATTCAACCAGCCTCCGGATGTGGTGGCACAA  902 
              |||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1023  TGGCGACAACTATGTTGCAGTCAAGAGCGATTCGACCAGCCTCCGGATGTGGTGGCACAA  1082 
 
Query  903   TAACCTTGGGGGTGGTCA  920 
             |||||||||||||||||| 
Sbjct  1083  TAACCTTGGGGGTGGTCA  1100 

 
8.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑ PCR จากคูไพร
เมอร Dex1F กับ Dex1R กับยีนเดกซแทรนเนสไอโซฟอรมของ Penicillium minioluteum 
(หมายเลขเขาถึงของ GenBank AF020619)   
 

>gb|AF020619.1|AF020619  Penicillium minioluteum dextranase isoform (Dex2) gene, 

complete cds 

Length=1815,  Score = 1003 bits (506),  Expect = 0.0 

Identities = 816/918 (88%), Gaps = 1/918 (0%) 
  
Query  4     ACCTGTCCA-CCAGGGAACGTGCGCCAATCTCACAAGTATTCCGTGCAAGTGAGCCTAGC  62 
             ||||||||| |||||||||||||| |||||||| |||||||||||||||||||| || || 
Sbjct  177   ACCTGTCCAACCAGGGAACGTGCGTCAATCTCATAAGTATTCCGTGCAAGTGAGTCTGGC  236 
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Query  63    TGGTACAAACAATTTTCATGACTCCTTTGTATATGAATCGATCCCCCGGAACGGAAATGG  122 
              ||| ||||||||||| ||||||||||||| |||||||| ||||||||||| |||||||| 
Sbjct  237   AGGTGCAAACAATTTTTATGACTCCTTTGTGTATGAATCTATCCCCCGGAATGGAAATGG  296 
 
Query  123   TCGCATCTATGCTCCCACCGATCCACCCAACAGCAACACACTAGATTCAAGTGTGGATGA  182 
              |||||| |||| ||||| || || |||||||||||||| |||||||||||  | ||||| 
Sbjct  297   CCGCATCCATGCCCCCACGGACCCTCCCAACAGCAACACGCTAGATTCAAGCATTGATGA  356 
 
Query  183   TGGAATCTCGATTGAGCCTAGTATCGGCCTTAATATGGCATGGTCCCAATTCGAGTACAG  242 
             ||||||||| |||||||||||||| || || ||||||||||||||||| ||||| |||   
Sbjct  357   TGGAATCTCAATTGAGCCTAGTATTGGTCTCAATATGGCATGGTCCCAGTTCGAATACGA  416 
 
Query  243   CCACGATGTAGATGTAAAGATCCTGGCCACTGATGGCTCATCGTTGGGCTCGCCAAGTGA  302 
             ||| ||||| ||| |||||||||| | |||||| || ||||| |||||||| |||||||| 
Sbjct  417   CCAGGATGTGGATATAAAGATCCTTGACACTGAGGGGTCATCTTTGGGCTCTCCAAGTGA  476 
 
Query  303   TGTTGTTATTCGCCCCGTCTCAATCTCCTATGCGATTTCTCAGTCTGACGATGGTGGGAT  362 
              ||||| ||||| ||||||||||||||||||   |||||||||||   ||| |||||||| 
Sbjct  477   CGTTGTAATTCGTCCCGTCTCAATCTCCTATCATATTTCTCAGTCCAGCGACGGTGGGAT  536 
 
Query  363   TGTCATCCGGGTCCCAGCCGATGCGAACGGCCGCAAATTTTCAGTTGAGTTCAAAACTGA  422 
             ||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||| |||||||| | ||| 
Sbjct  537   TGTCATCCGGGTCCCAGCCGATGCGAATGGCCGCAAATTTTCAGTAGAGTTCAAGAATGA  596 
 
Query  423   CCTGTACACATTCCTCTCTGATGGCAATGAGTACGTCACATCGGGAGGCAGCGTCGTCGG  482 
             |||||||||||| | |||||||||||| |||||||||||||| ||||||||||||||||| 
Sbjct  597   CCTGTACACATTTCGCTCTGATGGCAACGAGTACGTCACATCAGGAGGCAGCGTCGTCGG  656 
 
Query  483   CGTTGAGCCTACCAACGCACTTGTGATCTTCGCAAGTCCGTTTCTTCCTTCTGGCATGAT  542 
             ||||||||| |||||||||||||||||||| || || ||||||||||| || |||||||| 
Sbjct  657   CGTTGAGCCCACCAACGCACTTGTGATCTTTGCTAGCCCGTTTCTTCCATCAGGCATGAT  716 
 
Query  543   TCCTCATATGACACCCGACAACACGCAGACCATGACGCCAGGTCCTATCAATAACGGCGA  602 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||| ||||| 
Sbjct  717   TCCTCATATGACACCCGACAACACGCAGACCATGACGCCAGGCCCTATCAATAATGGCGA  776 
 
Query  603   CTGGGGCGCCAAGTCAATTCTTTACTTCCCACCAGGTGTATACTGGATGAACCAAGATCA  662 
             ||||||| | ||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  777   CTGGGGCTCTAAGTCAACTCTTTACTTCCCACCAGGTGTATACTGGATGAACCAAGATCA  836 
 
Query  663   ATCGGGCAACTCGGGGAAGTTAGGATCTAATCATATACGTCTAAACTCGAACACTTACTG  722 
             |||||| |||||||||||  ||||||| |||||||| |||||| |||| ||||||||||| 
Sbjct  837   ATCGGGGAACTCGGGGAAACTAGGATCCAATCATATGCGTCTAGACTCAAACACTTACTG  896 
 
Query  723   GGTCTACCTTGCCCCCGGTGCGTACGTGAAGGGTGCTATAGAGTATTTTACCAAGCAGAA  782 
             ||| ||| | ||||   | ||||| |||||||||||| | || ||||| ||||| || || 
Sbjct  897   GGTTTACTTCGCCCGGTGCGCGTATGTGAAGGGTGCTGTGGAATATTTCACCAAACACAA  956 
 
Query  783   CTTCTATGCAACTGGTCATGGTATCCTATCGGGTGAAAACTATGTTTACCAAGCCAATGC  842 
             |||||||||||| || |||||| ||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| 
Sbjct  957   CTTCTATGCAACCGGCCATGGTGTCCTATCGGGTGAAAACTATGTTTACCAAGCAAATGC  1016 
 
Query  843   CGGCGACAACTATGTTGCAGTCAAGAGCGATTCAACCAGCCTCCGGATGTGGTGGCACAA  902 
              ||||||||||| ||||| || |||||||| ||  |  |||| ||||||||||||||||| 
Sbjct  1017  TGGCGACAACTACGTTGCTGTAAAGAGCGACTCGGCTGGCCTGCGGATGTGGTGGCACAA  1076 
 
Query  903   TAACCTTGGGGGTGGTCA  920 
             |||||||||||||||||| 
Sbjct  1077  TAACCTTGGGGGTGGTCA  1094 
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9.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอ PT-4 จากการใช
ไพรเมอร SP6 กับยีนเอนโดเดกซแทรนเนสของ Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 
(clone pUDEX) (หมายเลขเขาถึงของ GenBank L41562 และ Garcia และคณะ, 1996) 
 
>gi|940289|gb|L41562.1|PECDEX  Penicillium minioluteum (clone pUDEX) dextranase (Dex) 

gene, complete cds 

Length=3629,  Score =  573 bits (289),  Expect = 4e-160 

Identities = 450/489 (92%), Gaps = 16/489 (3%) 
  
Query  343  GGCATAGTAATCCGCACAGCCGAGTATGATGGAGCTTCTTCGGATAATGATAGCGCCACC  402 
            |||||||||||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1    GGCATAGTAATCCCGACAGCCGAGTATGATGGAGCTTCTTCGGATAATGATAGCGCCACC  60 
 
Query  403  AGACCTTGCTTGAGCTGGAGAGCTAAA-CATTAAACGCCACACGACCAACACTCTCATTA  461 
            ||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  61   AGACCTTGCTTGAGCTGGAGAGCTAAAACATTAAACGCCACACGACCAACACTCTCATTA  120 
 
Query  462  GTTGCGATAGATGATGCTCGGAGCTGTTGAAACTCAGAAATTCCTTCTATGCGGGGTCTC  521 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121  GTTGCGATAGATGATGCTCGGAGCTGTTGAAACTCAGAAATTCCTTCTATGCGGGGTCTC  180 
 
Query  522  CAAGATCGATCCTGGGGGATGTGAATCACCTACGGCGGACCTAATTGACGCCTTGACAGG  581 
            ||||||||||||||||||||||||||   |||||| |||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181  CAAGATCGATCCTGGGGGATGTGAATA--CTACGGTGGACCTAATTGACGCCTTGACAGG  238 
 
Query  582  TGATGTTAAGCGAACCAAGGAAGAAACAATCTGGGGCTAGATGAAGAAGTTGAGCTGTTA  641 
            |||||||||||||||||||||||||  |||||||||||||||||||| |||||||||| | 
Sbjct  239  TGATGTTAAGCGAACCAAGGAAGAAT-AATCTGGGGCTAGATGAAGATGTTGAGCTGTAA  297 
 
Query  642  AGTACGGT-CGTTCCTATTGGCTTTTTCGGCGCTTCTCCGGGGTTACTCAGTCTTTTCGG  700 
             ||||||| |||||||||||||||| |||| ||||||||||| ||||||||||||| ||| 
Sbjct  298  GGTACGGTACGTTCCTATTGGCTTTATCGGAGCTTCTCCGGG-TTACTCAGTCTTTCCGG  356 
 
Query  701  GAGCATGATCATTT-TGTAGTGCCCCAA--TTAGCAGAA-CTGAGAGCCCCCA--AACTC  754 
            |||||||||||||| |||| || || |   | ||||||| ||||||||| |||  ||||| 
Sbjct  357  GAGCATGATCATTTTTGTATTGTCCAATAGTAAGCAGAAACTGAGAGCCACCACAAACTC  416 
 
Query  755  AAA-CCTCGGTA-CGAATTT--CCGGAACCAGTCAGGATTTCAAAAAACTGTGCTCGTGT  810 
            ||| |||||||| |||| ||  ||||||||||||||||||   | ||||||||||||||| 
Sbjct  417  AAAACCTCGGTAGCGAAGTTTCCCGGAACCAGTCAGGATTCTCAGAAACTGTGCTCGTGT  476 
 
Query  811  TGGGGGGAA  819 
            || |||||| 
Sbjct  477  TGCGGGGAA  485 
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10.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอ PT-5 จากการใช
ไพรเมอร SP6 กับยีนเอนโดเดกซแทรนเนสของ Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 
(clone pUDEX) (หมายเลขเขาถึงของ GenBank L41562 และ Garcia และคณะ, 1996) 
 
>gi|940289|gb|L41562.1|PECDEX  Penicillium minioluteum (clone pUDEX) dextranase (Dex) 

gene, complete cds 

Length=3629,  Score = 1080 bits (545),  Expect = 0.0 

Identities = 674/701 (96%), Gaps = 12/701 (1%) 
  
Query  91    CATTTCATATAACGTACGGATCCAAGTCTGGGTCAGCACCTTTATATAATGCCGTTTAGC  150 
             |||||||||||||  ||||||||||  ||  || |||||||||||||||| ||||||||| 
Sbjct  3627  CATTTCATATAACTGACGGATCCAATGCTCAGTTAGCACCTTTATATAAT-CCGTTTAGC  3569 
 
Query  151   TCGTGCAGCTCGTACG-AGATTGTTACTGCAAAAAGAATCGGTTGAATATCATCCCGGTC  209 
             |||||||||||||||| |||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3568  TCGTGCAGCTCGTACGGAGATAGTTACTGCAAAAAGAATCGGTTGAATATCATCCCGGTC  3509 
 
Query  210   TGGCCTAGATTCGGGGGAACCCTTGCTCCGTGGCATGAGCCTGTGGAGTAATGCGTGATT  269 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3508  TGGCCTAGATTCGGGGGAACCCTTGCTCCGTGGCATGAGCCTGTGGAGTAATGCGTGATT  3449 
 
Query  270   ATTCGTCCATTGATTTTTATCTCGTCTGCAAATTCTTGCAAATAACTATGTATAGCATGG  329 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3448  ATTCGTCCATTGATTTTTATCTCGTCTGCAAATTCTTGCAAATAACTATGTATAGCATGG  3389 
 
Query  330   ACTGTAAATCATTCCAGAGCCTGCATAGCATAAATATCTAGACTTATAAGTCGACT-GGT  388 
             | |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 
Sbjct  3388  AATGTAAATCATTCCAGAGCCTGCATAGCATAAATATCTAGACTTATAAGTCGACTGGGT  3329 
 
Query  389   GTGAACTTACATGGGTAGGTGCCTACAAATTGTATGCGTTAGGGTTTAGGGCTTAGCCCT  448 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3328  GTGAACTTACATGGGTAGGTGCCTACAAATTGTATGCGTTAGGGTTTAGGGCTTAGCCCT  3269 
 
Query  449   GCCCATTTCACTGGAAGTACATAACGAGATTTTCCATCCTGACAAGACATCAACCCGAGT  508 
             ||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3268  GCCCATTTCACTGGAAGTACACAACGAGATTTTCCATCCTGACAAGACATCAACCCGAGT  3209 
 
Query  509   TAGGCATAATCGACAGAGTAAGGAAACCTGGAAATGTCCTTATTAAATGAATGTTGACGT  568 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3208  TAGGCATAATCGACAGAGTAAGGAAACCTGGAAATGTCCTTATTAAATGAATGTTGACGT  3149 
 
Query  569   TCATTTGACTGGATTACCGTACACATATCGTCCACGTCTTTTGAAAGGCAAATTGGGTGT  628 
             |||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| || ||||| 
Sbjct  3148  TCATTTGACT-GATTACCGTACACATATCGTCCACGTCTTTTGAAAGGCAAGTT-GGTGT  3091 
 
Query  629   CACAATTGGTCGAACAGGAAATAAGCTCCAAAAA-AGAGAATGAACTGAAATCGCCTTC-  686 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||  
Sbjct  3090  CACAATTGGTCGAACAGGAAATAAGCTCCAAAAAGAGAGAATGAACTGAAATCGCCTTCA  3031 
 
Query  687   CCTGAACTAACTTATGCCTTTATC-CTCGACAA-GGTAAAGGAGCGGGTAGAAGCACTCA  744 
             | ||| |||||||||||||||||| |||||||| |||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3030  CATGAGCTAACTTATGCCTTTATCTCTCGACAAGGGTAAAGGAGCGGGTAGAAGCACTCA  2971 
 
Query  745   C-CCCTCCGA-AACTGGAATTC-GCTAATCTGCCACTCCCC  782 
             | | |||||| | ||||||||| |||||||||||||||||| 
Sbjct  2970  CGCGCTCCGAGAGCTGGAATTCAGCTAATCTGCCACTCCCC  2930 
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11.  แผนที่แสดงลักษณะของเวกเตอร pJET1/blunt Cloning Vector (Fermentas, USA) 
 

 
 
 

12.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของโปรตีน SMCU-DEX และเอนโดเดกซแทรนเนสของ 
Penicillium minioluteum สายพันธุ HI-4 (clone pUDEX) (หมายเลขเขาถึงของ GenBank 
L41562 และ Garcia และคณะ, 1996)  
 
>gi|1352244|sp|P48845|DEXT_PENMI  Dextranase precursor (Alpha-1,6-glucan-6-

glucanohydrolase) 

 gi|940290|gb|AAB47720.1|  dextranase 

Length=608 

Score = 1258 bits (3255),  Expect = 0.0 

Identities = 605/608 (99%), Positives = 606/608 (99%), Gaps = 0/608 (0%) 

Frame = +1 
 
Query  937   MPTMLKLLALTLAISESAIGAVMHPPGNSHPGTHMGTTNNTHCGADFCTWWHDSGEINTQ  1116 
             M TMLKLLALTLAISESAIGAVMHPPGNSHPGTHMGTTNNTHCGADFCTWWHDSGEINTQ 
Sbjct  1     MATMLKLLALTLAISESAIGAVMHPPGNSHPGTHMGTTNNTHCGADFCTWWHDSGEINTQ  60 
 
Query  1117  TPVQPGNVRQSHKYSVQVSLAGTNNFHDSFVYESIPRNGNGRIYAPTDPPNSNTLDSSVD  1296 
             TPVQPGNVRQSHKYSVQVSLAGTNNFHDSFVYESIPRNGNGRIYAPTDPPNSNTLDSSVD 
Sbjct  61    TPVQPGNVRQSHKYSVQVSLAGTNNFHDSFVYESIPRNGNGRIYAPTDPPNSNTLDSSVD  120 
 
Query  1297  DGISIEPSIGLNMAWSQFEYSHDVDVKILATDGSSLGSPSDVVIRPVSISYAISQSDDGG  1476 
             DGISIEPSIGLNMAWSQFEYSHDVDVKILATDGSSLGSPSDVVIRPVSISYAISQSDDGG 
Sbjct  121   DGISIEPSIGLNMAWSQFEYSHDVDVKILATDGSSLGSPSDVVIRPVSISYAISQSDDGG  180 
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Query  1477  IVIRVPADANGRKFSVEFKTDLYTFLSDGNEYVTSGGSVVGVEPTNALVIFASPFLPSGM  1656 
             IVIRVPADANGRKFSVEFKTDLYTFLSDGNEYVTSGGSVVGVEPTNALVIFASPFLPSGM 
Sbjct  181   IVIRVPADANGRKFSVEFKTDLYTFLSDGNEYVTSGGSVVGVEPTNALVIFASPFLPSGM  240 
 
Query  1657  IPHMTPDNTQTMTPGPINNGDWGAKSILYFPPGVYWMNQDQSGNSGKLGSNHIRLNSNTY  1836 
             IPHMTPDNTQTMTPGPINNGDWGAKSILYFPPGVYWMNQDQSGNSGKLGSNHIRLNSNTY 
Sbjct  241   IPHMTPDNTQTMTPGPINNGDWGAKSILYFPPGVYWMNQDQSGNSGKLGSNHIRLNSNTY  300 
 
Query  1837  WVYLAPGAYVKGAIEYFTKQNFYATGHGILSGENYVYQANAGDNYVAVKSDSTSLRMWWH  2016 
             WVYLAPGAYVKGAIEYFTKQNFYATGHGILSGENYVYQANAGDNY+AVKSDSTSLRMWWH 
Sbjct  301   WVYLAPGAYVKGAIEYFTKQNFYATGHGILSGENYVYQANAGDNYIAVKSDSTSLRMWWH  360 
 
Query  2017  NNLGGGQTWYCVGPTINAPPFNTMDFNGNSGISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVV  2196 
             NNLGGGQTWYCVGPTINAPPFNTMDFNGNSGISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVV 
Sbjct  361   NNLGGGQTWYCVGPTINAPPFNTMDFNGNSGISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVV  420 
 
Query  2197  HDVFWHVNDDAIKIYYSGASVSRATIWKCHNDPIIQMGWTSRDISGVTIDTLNVIHTRYI  2376 
             HDVFWHVNDDAIKIYYSGASVSRATIWKCHNDPIIQMGWTSRDISGVTIDTLNVIHTRYI 
Sbjct  421   HDVFWHVNDDAIKIYYSGASVSRATIWKCHNDPIIQMGWTSRDISGVTIDTLNVIHTRYI  480 
 
Query  2377  KSETVVPSAIIGASPFYASGMSPDSRKSISMTVSNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVVK  2556 
             KSETVVPSAIIGASPFYASGMSPDSRKSISMTVSNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVVK 
Sbjct  481   KSETVVPSAIIGASPFYASGMSPDSRKSISMTVSNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVVK  540 
 
Query  2557  NVAFPDGLQTNSIGTGESIIPAASGLTMGLNISNWTVGGQKVTMENFQANSLGQFNIDVS  2736 
             NVAFPDGLQTNSIGTGESIIPAASGLTMGLNISNWTVGGQKVTMENFQANSLGQFNID S 
Sbjct  541   NVAFPDGLQTNSIGTGESIIPAASGLTMGLNISNWTVGGQKVTMENFQANSLGQFNIDGS  600 
 
Query  2737  YWGEWQIS  2760 
             YWGEWQIS 
Sbjct  601   YWGEWQIS  608 
 

 
13. ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของโปรตีน SMCU-DEX และเดกซแทรนเนสของ 
Penicillium funiculosum (หมายเลขเขาถึงของ embl AJ272066) 
 
>gi|7801167|emb|CAB91097.1|  dextranase [Penicillium funiculosum] 

Length=616 

Score = 1233 bits (3189),  Expect = 0.0 

Identities = 594/608 (97%), Positives = 598/608 (98%), Gaps = 0/608 (0%) 

Frame = +1 
 
Query  937   MPTMLKLLALTLAISESAIGAVMHPPGNSHPGTHMGTTNNTHCGADFCTWWHDSGEINTQ  1116 
             M TMLKLLALTLAISESAIGAVMHPPG SHPGTH GTTNNTHCGADFCTWWHDSGEINTQ 
Sbjct  1     MATMLKLLALTLAISESAIGAVMHPPGVSHPGTHTGTTNNTHCGADFCTWWHDSGEINTQ  60 
 
Query  1117  TPVQPGNVRQSHKYSVQVSLAGTNNFHDSFVYESIPRNGNGRIYAPTDPPNSNTLDSSVD  1296 
             TPVQPGNVRQSHKYSVQVSLAGTNNFHDSFVYESIPRNGNGRIYAPTDP NSNTLDSSVD 
Sbjct  61    TPVQPGNVRQSHKYSVQVSLAGTNNFHDSFVYESIPRNGNGRIYAPTDPSNSNTLDSSVD  120 
 
Query  1297  DGISIEPSIGLNMAWSQFEYSHDVDVKILATDGSSLGSPSDVVIRPVSISYAISQSDDGG  1476 
             DGISIEPSIGLNMAWSQFEYS DVD+KILATDGSSLGSPSDVVIRPVSISYAISQS+DGG 
Sbjct  121   DGISIEPSIGLNMAWSQFEYSQDVDIKILATDGSSLGSPSDVVIRPVSISYAISQSNDGG  180 
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Query  1477  IVIRVPADANGRKFSVEFKTDLYTFLSDGNEYVTSGGSVVGVEPTNALVIFASPFLPSGM  1656 
             IVIRVPADANGRKFSVEFK DLYTFLSDGNEYVTSGGSVVGVEPTNALVIFASPFLPSGM 
Sbjct  181   IVIRVPADANGRKFSVEFKNDLYTFLSDGNEYVTSGGSVVGVEPTNALVIFASPFLPSGM  240 
 
Query  1657  IPHMTPDNTQTMTPGPINNGDWGAKSILYFPPGVYWMNQDQSGNSGKLGSNHIRLNSNTY  1836 
             IPHM P NTQTMTPGPINNGDWGAKSILYFPPGVYWMNQDQSGNSGKLGSNHIRLNSNTY 
Sbjct  241   IPHMKPHNTQTMTPGPINNGDWGAKSILYFPPGVYWMNQDQSGNSGKLGSNHIRLNSNTY  300 
 
Query  1837  WVYLAPGAYVKGAIEYFTKQNFYATGHGILSGENYVYQANAGDNYVAVKSDSTSLRMWWH  2016 
             WVYLAPGAYVKGAIEYFTKQNFYATGHG+LSGENYVYQANAGDNYVAVKSDSTSLRMWWH 
Sbjct  301   WVYLAPGAYVKGAIEYFTKQNFYATGHGVLSGENYVYQANAGDNYVAVKSDSTSLRMWWH  360 
 
Query  2017  NNLGGGQTWYCVGPTINAPPFNTMDFNGNSGISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVV  2196 
             NNLGGGQTWYCVGPTINAPPFNTMDFNGNSGISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVV 
Sbjct  361   NNLGGGQTWYCVGPTINAPPFNTMDFNGNSGISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVV  420 
 
Query  2197  HDVFWHVNDDAIKIYYSGASVSRATIWKCHNDPIIQMGWTSRDISGVTIDTLNVIHTRYI  2376 
             HDVFWHVNDDAIKIYYSGASVSRATIWKCHNDPIIQMGWTSRDISGVTIDTLNVIHTRYI 
Sbjct  421   HDVFWHVNDDAIKIYYSGASVSRATIWKCHNDPIIQMGWTSRDISGVTIDTLNVIHTRYI  480 
 
Query  2377  KSETVVPSAIIGASPFYASGMSPDSRKSISMTVSNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVVK  2556 
             KSETVVPSAIIGASPFYASGMSPDS KSISMTVSNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVVK 
Sbjct  481   KSETVVPSAIIGASPFYASGMSPDSSKSISMTVSNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVVK  540 
 
Query  2557  NVAFPDGLQTNSIGTGESIIPAASGLTMGLNISNWTVGGQKVTMENFQANSLGQFNIDVS  2736 
             NVAFPDGLQTNSIGTGESIIPAASGLTMGLNIS+WTVGGQKVTMENFQANSLGQFNID S 
Sbjct  541   NVAFPDGLQTNSIGTGESIIPAASGLTMGLNISSWTVGGQKVTMENFQANSLGQFNIDGS  600 
 
Query  2737  YWGEWQIS  2760 
             YWGEWQIS 
Sbjct  601   YWGEWQIS  608 
 

 
14. ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของโปรตีน SMCU-DEX และเดกซแทรนเนสไอโซฟอรม
ของ Penicillium minioluteum (หมายเลขเขาถึงของ GenBank AF020619) 
 
>gi|3821901|gb|AAC69692.1|  dextranase isoform [Penicillium] 

Length=604 

Score = 1122 bits (2902),  Expect = 0.0 

Identities = 545/608 (89%), Positives = 566/608 (93%), Gaps = 4/608 (0%) 

Frame = +1 
 
Query  937   MPTMLKLLALTLAISESAIGAVMHPPGNSHPGTHMGTTNNTHCGADFCTWWHDSGEINTQ  1116 
             M TMLKLLAL LAISES +GAV+HP  +S   T  GTTN THCG DFCTWWHDSGEIN Q 
Sbjct  1     MATMLKLLALALAISESTLGAVLHPRRDSRSST--GTTNATHCGTDFCTWWHDSGEINKQ  58 
 
Query  1117  TPVQPGNVRQSHKYSVQVSLAGTNNFHDSFVYESIPRNGNGRIYAPTDPPNSNTLDSSVD  1296 
             TPVQPGNVRQSHKYSVQVSLAG NNF+DSFVYESIPRNGNGRI+APTDPPNSNTLDSS+D 
Sbjct  59    TPVQPGNVRQSHKYSVQVSLAGANNFYDSFVYESIPRNGNGRIHAPTDPPNSNTLDSSID  118 
 
Query  1297  DGISIEPSIGLNMAWSQFEYSHDVDVKILATDGSSLGSPSDVVIRPVSISYAISQSDDGG  1476 
             DGISIEPSIGLNMAWSQFEY  DVD+KIL T+GSSLGSPSDVVIRPVSISY ISQS DGG 
Sbjct  119   DGISIEPSIGLNMAWSQFEYDQDVDIKILDTEGSSLGSPSDVVIRPVSISYHISQSSDGG  178 
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Query  1477  IVIRVPADANGRKFSVEFKTDLYTFLSDGNEYVTSGGSVVGVEPTNALVIFASPFLPSGM  1656 
             IVIRVPADANGRKFSVEFK DLYTF SDGNEYVTSGGSVVGVEPTNALVIFASPFLPSGM 
Sbjct  179   IVIRVPADANGRKFSVEFKNDLYTFRSDGNEYVTSGGSVVGVEPTNALVIFASPFLPSGM  238 
 
Query  1657  IPHMTPDNTQTMTPGPINNGDWGAKSILYFPPGVYWMNQDQSGNSGKLGSNHIRLNSNTY  1836 
             IPHMTPDNTQTMTPGPINNGDWG+KS LYFPPGVYWMNQDQSGNSGKLGSNH+RL+SNTY 
Sbjct  239   IPHMTPDNTQTMTPGPINNGDWGSKSTLYFPPGVYWMNQDQSGNSGKLGSNHMRLDSNTY  298 
 
Query  1837  WVYLAPGAYVKGAIEYFTKQNFYATGHGILSGENYVYQANAGDNYVAVKSDSTSLRMWWH  2016 
             WVY A  AYVKGA+EYFTK NFYATGHG+LSGENYVYQANAGDNYVAVKSDS  LRMWWH 
Sbjct  299   WVYFARCAYVKGAVEYFTKHNFYATGHGVLSGENYVYQANAGDNYVAVKSDSAGLRMWWH  358 
 
Query  2017  NNLGGGQTWYCVGPTINAPPFNTMDFNGNSGISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVV  2196 
             NNLGGGQ WYCVG  INAPPFNTMDFNGNSGISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVV 
Sbjct  359   NNLGGGQIWYCVG-YINAPPFNTMDFNGNSGISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVV  417 
 
Query  2197  HDVFWHVNDDAIKIYYSGASVSRATIWKCHNDPIIQMGWTSRDISGVTIDTLNVIHTRYI  2376 
             HDVFWHVNDDAIK YYSGAS+SR TI KCHNDPIIQMGWTSR ISGVTID LNVIHTRYI 
Sbjct  418   HDVFWHVNDDAIKTYYSGASISRVTIRKCHNDPIIQMGWTSRSISGVTIDKLNVIHTRYI  477 
 
Query  2377  KSETVVPSAIIGASPFYASGMSPDSRKSISMTVSNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVVK  2556 
             KSETVVPSAIIGASPFYASGMSPD  +SISMT+SNVVCEGL PSLFRITPLQNYKNFVVK 
Sbjct  478   KSETVVPSAIIGASPFYASGMSPDPSQSISMTISNVVCEGL-PSLFRITPLQNYKNFVVK  536 
 
Query  2557  NVAFPDGLQTNSIGTGESIIPAASGLTMGLNISNWTVGGQKVTMENFQANSLGQFNIDVS  2736 
             NVAFPDGLQTNSIGTGES+IPAASGLTMGL IS WTVGGQKVTM+NFQ++SLGQF+ID S 
Sbjct  537   NVAFPDGLQTNSIGTGESLIPAASGLTMGLGISGWTVGGQKVTMQNFQSSSLGQFDIDGS  596 
 
Query  2737  YWGEWQIS  2760 
             YWGEWQIS 
Sbjct  597   YWGEWQIS  604 
 
 

15. ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของโปรตีน SMCU-DEX และเอนโดเดกซแทรนเนสของ 
Penicillium minioluteum สายพันธุ IMI068219 (หมายเลขเขาถึงของ GenBank DQ394070 
และ Li และคณะ, 2006)   
 

>gi|88702781|gb|ABD49214.1|  dextranase [Penicillium minioluteum] 

Length=606 

Score = 1113 bits (2878),  Expect = 0.0 

Identities = 533/608 (87%), Positives = 560/608 (92%), Gaps = 2/608 (0%) 

Frame = +1 
 
Query  937   MPTMLKLLALTLAISESAIGAVMHPPGNSHPGTHMGTTNNTHCGADFCTWWHDSGEINTQ  1116 
             M TMLKLLAL LAISES +GAV+HP  +S  GT  GTTN THCG DFCTWWHDSGEIN Q 
Sbjct  1     MATMLKLLALALAISESTLGAVLHPRCDSRSGT--GTTNATHCGTDFCTWWHDSGEINKQ  58 
 
Query  1117  TPVQPGNVRQSHKYSVQVSLAGTNNFHDSFVYESIPRNGNGRIYAPTDPPNSNTLDSSVD  1296 
             TPVQPGNVRQSHKY+VQVSLAG NNF+DSFVYESIPRNGNGRI+APTDPPNSNTLDSS+D 
Sbjct  59    TPVQPGNVRQSHKYAVQVSLAGANNFYDSFVYESIPRNGNGRIHAPTDPPNSNTLDSSID  118 
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Query  1297  DGISIEPSIGLNMAWSQFEYSHDVDVKILATDGSSLGSPSDVVIRPVSISYAISQSDDGG  1476 
             DGISIEPSIGLNMAWSQFEY  DVD+KIL TDGSSLGSPSDVVIRPVSISY ISQS DGG 
Sbjct  119   DGISIEPSIGLNMAWSQFEYDQDVDIKILTTDGSSLGSPSDVVIRPVSISYHISQSSDGG  178 
 
Query  1477  IVIRVPADANGRKFSVEFKTDLYTFLSDGNEYVTSGGSVVGVEPTNALVIFASPFLPSGM  1656 
             IVIRVPA     +       DLYTF SDGNEYVTSGGSVVGVEPTNALVIFASPFLPSGM 
Sbjct  179   IVIRVPARCEWPQIFSRVCNDLYTFRSDGNEYVTSGGSVVGVEPTNALVIFASPFLPSGM  238 
 
Query  1657  IPHMTPDNTQTMTPGPINNGDWGAKSILYFPPGVYWMNQDQSGNSGKLGSNHIRLNSNTY  1836 
             IP+MTPDNTQTMTPGPINNGDWG KSILYFPPGVYW+NQDQSGNSGKLGSNH+RL+SNTY 
Sbjct  239   IPNMTPDNTQTMTPGPINNGDWGFKSILYFPPGVYWINQDQSGNSGKLGSNHMRLDSNTY  298 
 
Query  1837  WVYLAPGAYVKGAIEYFTKQNFYATGHGILSGENYVYQANAGDNYVAVKSDSTSLRMWWH  2016 
             WVY APGAYVKGA+EYFTK NFYATGHG+LSGENYVYQANAGDNYVAVKSDS  LRMWWH 
Sbjct  299   WVYFAPGAYVKGAVEYFTKHNFYATGHGVLSGENYVYQANAGDNYVAVKSDSAGLRMWWH  358 
 
Query  2017  NNLGGGQTWYCVGPTINAPPFNTMDFNGNSGISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVV  2196 
             NNLGGGQTWYCVGPT+NAPPFNTMDFNGNSGISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVV 
Sbjct  359   NNLGGGQTWYCVGPTVNAPPFNTMDFNGNSGISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSVV  418 
 
Query  2197  HDVFWHVNDDAIKIYYSGASVSRATIWKCHNDPIIQMGWTSRDISGVTIDTLNVIHTRYI  2376 
             HDVFWHV+DDAIK YYSGAS+SRATIWKCHNDPIIQMGWTSR ISGVTID LNV+ TRYI 
Sbjct  419   HDVFWHVDDDAIKTYYSGASISRATIWKCHNDPIIQMGWTSRSISGVTIDKLNVMDTRYI  478 
 
Query  2377  KSETVVPSAIIGASPFYASGMSPDSRKSISMTVSNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVVK  2556 
             KSETVVPSAIIGASPFYASGMSPD  +SISMT+SNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVVK 
Sbjct  479   KSETVVPSAIIGASPFYASGMSPDPSQSISMTISNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVVK  538 
 
Query  2557  NVAFPDGLQTNSIGTGESIIPAASGLTMGLNISNWTVGGQKVTMENFQANSLGQFNIDVS  2736 
             NVAFPDGLQ NSIGTGES+IPAASG TMGL IS WTVGGQKVTM+N +++SLGQF+ID S 
Sbjct  539   NVAFPDGLQRNSIGTGESLIPAASGFTMGLGISGWTVGGQKVTMQNLESSSLGQFDIDGS  598 
 
Query  2737  YWGEWQIS  2760 
             YWGEWQIS 
Sbjct  599   YWGEWQIS  606 

 
16. ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของโปรตีน SMCU-DEX และเดกซแทรนเนสของ 
Lipomyces starkeyi  (หมายเลขเขาถึงของ GenBank AY520537 และ Kang และคณะ, 2005) 
 
>gi|46371989|gb|AAS90631.1|  dextranase [Lipomyces starkeyi] 

Length=608 

Score =  990 bits (2560),  Expect = 0.0 

Identities = 464/609 (76%), Positives = 527/609 (86%), Gaps = 12/609 (1%) 

Frame = +1 
 
Query  934   LMPTMLKLLALTLAISESAIGAVMHPPGNSHPGTHMGTTNNTHCGADFCTWWHDSGEINT  1113 
             ++P++ +++ + + ++   +GA + P             N T CG+  CTWWHDSGEINT 
Sbjct  12    MVPSITRIVLVNILLATLVLGAAVLP-----------RDNRTVCGSQLCTWWHDSGEINT  60 
 
Query  1114  QTPVQPGNVRQSHKYSVQVSLAGTNNFHDSFVYESIPRNGNGRIYAPTDPPNSNTLDSSV  1293 
              TPVQ GNVRQS KYSV VSLA  N F+DSFVYESIPRNGNGRIY+PTDPPNSNTL+SS+ 
Sbjct  61    GTPVQAGNVRQSRKYSVHVSLADRNQFYDSFVYESIPRNGNGRIYSPTDPPNSNTLNSSI  120 
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Query  1294  DDGISIEPSIGLNMAWSQFEYSHDVDVKILATDGSSLGSPSDVVIRPVSISYAISQSDDG  1473 
             DDGISIEPS+G+NMAWSQFEY  DVD+KI   DGS L  P D+VIRP S+ Y++ +   G 
Sbjct  121   DDGISIEPSLGINMAWSQFEYRRDVDIKITTIDGSILDGPLDIVIRPTSVKYSVKRCV-G  179 
 
Query  1474  GIVIRVPADANGRKFSVEFKTDLYTFLSDGNEYVTSGGSVVGVEPTNALVIFASPFLPSG  1653 
             GI+IRVP D NGRKFSVE K+DLY++LSDG++YVTSGGSVVGVEP NALVIFASPFLP   
Sbjct  180   GIIIRVPYDPNGRKFSVELKSDLYSYLSDGSQYVTSGGSVVGVEPKNALVIFASPFLPRD  239 
 
Query  1654  MIPHMTPDNTQTMTPGPINNGDWGAKSILYFPPGVYWMNQDQSGNSGKLGSNHIRLNSNT  1833 
             M+PHMTP +TQTM PGPINNGDWG+K ILYFPPGVYWMN+D SGN GKLGSNH+RL+ NT 
Sbjct  240   MVPHMTPHDTQTMKPGPINNGDWGSKPILYFPPGVYWMNEDTSGNPGKLGSNHMRLDPNT  299 
 
Query  1834  YWVYLAPGAYVKGAIEYFTKQNFYATGHGILSGENYVYQANAGDNYVAVKSDSTSLRMWW  2013 
             YWV+LAPGAYVKGAIEYFTKQNFYATGHG+LSGENYVYQANA DNY AVKSD TSLRMWW 
Sbjct  300   YWVHLAPGAYVKGAIEYFTKQNFYATGHGVLSGENYVYQANAADNYYAVKSDGTSLRMWW  359 
 
Query  2014  HNNLGGGQTWYCVGPTINAPPFNTMDFNGNSGISSQISDYKQVGAFFFQTDGPEIYPNSV  2193 
             HNNLGGGQTW+C+GPTINAPPFNTMDFNGNS ISS+ISDYKQVGA+FFQTDGPEIY +SV 
Sbjct  360   HNNLGGGQTWFCMGPTINAPPFNTMDFNGNSNISSRISDYKQVGAYFFQTDGPEIYEDSV  419 
 
Query  2194  VHDVFWHVNDDAIKIYYSGASVSRATIWKCHNDPIIQMGWTSRDISGVTIDTLNVIHTRY  2373 
             VHDVFWHVNDDAIK YYSGAS+SRATIW+CHNDPIIQMGWTSR+++G++ID L+VIHTRY 
Sbjct  420   VHDVFWHVNDDAIKTYYSGASISRATIWRCHNDPIIQMGWTSRNLTGISIDNLHVIHTRY  479 
 
Query  2374  IKSETVVPSAIIGASPFYASGMSPDSRKSISMTVSNVVCEGLCPSLFRITPLQNYKNFVV  2553 
              KSETVVPSAIIGASPFYASGM+ D  +SISMT+SNVVCEGLCPSLFRITPLQ+Y N VV 
Sbjct  480   FKSETVVPSAIIGASPFYASGMTVDPSESISMTISNVVCEGLCPSLFRITPLQSYNNLVV  539 
 
Query  2554  KNVAFPDGLQTNSIGTGESIIPAASGLTMGLNISNWTVGGQKVTMENFQANSLGQFNIDV  2733 
             KNVAFPDGLQTN IG GESIIPAASG TM L I+NWTV GQKVTM+NFQ+ SLGQF+ID  
Sbjct  540   KNVAFPDGLQTNPIGIGESIIPAASGCTMDLEITNWTVKGQKVTMQNFQSGSLGQFDIDG  599 
 
Query  2734  SYWGEWQIS  2760 
             SYWG+W I+ 
Sbjct  600   SYWGQWSIN  608 
 

 
17.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ใน Penicillium sp. 
สายพันธุ SMCU 3-14 กับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ใน Penicillium pinophilum 
(หมายเลขเขาถึงของ GenBank AF176660) 
 
>gi|10179442|gb|AF176660.1|AF176660  Penicillium pinophilum 18S ribosomal RNA gene, 

partial sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal 

transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence 

Length=579,  Score = 1001 bits (505),  Expect = 0.0 

Identities = 505/505 (100%), Gaps = 0/505 (0%) 
  

Query  30   CCCTTGTCTCTATACACCTGTTGCTTTGGCGGGCCCACCGGGGCCACCTGGTCGCCGGGG  89 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||  
Sbjct  63   CCCTTGTCTCTATACACCTGTTGCTTTGGCGGGCCCACCGGGGCCACCTGGTCGCCGGGG  122 
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Query  90   GACGCACGTCTCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGCGCTCTGTGAACCCTGATGAAGATGGGC  149 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  123  GACGCACGTCTCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGCGCTCTGTGAACCCTGATGAAGATGGGC  182 
 
Query  150  TGTCTGAGTACTGTGAAAATTGTCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATC  209 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  183  TGTCTGAGTACTGTGAAAATTGTCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATC  242 
 
Query  210  GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCG  269 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  243  GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCG  302 
 
Query  270  AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCA  329 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  303  AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCA  362 
 
Query  330  TTTCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTGTGGTCCCCCCGGGGACCTGCCCGAAA  389 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  363  TTTCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTGTGGTCCCCCCGGGGACCTGCCCGAAA  422 
 
Query  390  GGCAGCGGCGACGTCCGTCTGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTCTGTCACTCGCTCGGGAAG  449 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  423  GGCAGCGGCGACGTCCGTCTGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTCTGTCACTCGCTCGGGAAG  482 
 
Query  450  GACCTGCGGGGGTTGGTCACCACCATGTTTTACCACGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAG  509 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  483  GACCTGCGGGGGTTGGTCACCACCATGTTTTACCACGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAG  542 
 
Query  510  TTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA  534 
            ||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  543  TTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA  567 

 
18.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ใน Penicillium sp. 
สายพันธุ SMCU 3-14 กับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ใน Penicillium verruculosum 
(หมายเลขเขาถึงของ GenBank AF510496.1) 
 

>gi|21239409|gb|AF510496.1| Penicillium verruculosum 18S ribosomal RNA gene, internal 

transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, 

complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence 

Length=5519,  Score =  946 bits (477),  Expect = 0.0 

Identities = 499/505 (98%), Gaps = 1/505 (0%) 
  

Query  30    CCCTTGTCTCTATACACCTGTTGCTTTGGCGGGCCCACCGGGGCCACCTGGTCGCCGGGG  89 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1776  CCCTTGTCTCTATACACCTGTTGCTTTGGCGGGCCCACCGGGGCCACCTGGTCGCCGGGG  1835 
 
Query  90    GACGCACGTCTCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGCGCTCTGTGAACCCTGATGAAGATGGGC  149 
             ||||  |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1836  GACGT-CGTCTCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGCGCTCTGTGAACCCTGATGAAGATGGGC  1894 
 
Query  150   TGTCTGAGTACTGTGAAAATTGTCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATC  209 
             |||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1895  TGTCTGAGTACTATGAAAATTGTCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATC  1954 
 
Query  210   GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCG  269 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1955  GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCG  2014 
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Query  270   AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCA  329 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2015  AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCA  2074 
 
Query  330   TTTCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTGTGGTCCCCCCGGGGACCTGCCCGAAA  389 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2075  TTTCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTGCGGTCCCCCCGGGGACCTGCCCGAAA  2134 
 
Query  390   GGCAGCGGCGACGTCCGTCTGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTCTGTCACTCGCTCGGGAAG  449 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | 
Sbjct  2135  GGCAGCGGCGACGTCCGTCTGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTCTGTCACTCGCTCGGGACG  2194 
 
Query  450   GACCTGCGGGGGTTGGTCACCACCATGTTTTACCACGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAG  509 
             |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2195  GACCTGCGGGGGTTGGTCACCACCATATTTTACCACGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGAG  2254 
 
Query  510   TTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA  534 
             ||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2255  TTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA  2279 
 

 
19.  ผลการเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ใน Penicillium sp. 
สายพันธุ SMCU 3-14 กับลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS ใน Penicillium aculeatum 
(หมายเลขเขาถึงของ GenBank AF033397) 
 

>gi|2668637|gb|AF033397.1|AF033397 Penicillium aculeatum strain NRRL 2129 internal 

transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer 2, 

complete sequence; and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence 

Length=1137,  Score =  924 bits (466),  Expect = 0.0 

 Identities = 497/506 (98%), Gaps = 1/506 (0%) 
  

Query  30   CCCTTGTCTCTATACACCTGTTGCTTTGGCGGGCCCACCGGGGCCACCTGGTCGCCGGGG  89 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  44   CCCTTGTCTCTATACACCTGTTGCTTTGGCGGGCCCACCGGGGCCACCTGGTCGCCGGGG  103 
 
Query  90   GACGCACGTCTCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGCGCTCTGTGAACCCTGATGAAGATGGGC  149 
            |||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  104  GACGCACGTCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGCGCTCTGTGAACCCTGATGAAGATGGGC  163 
 
Query  150  TGTCTGAGTACTGTGAAAATTGTCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATC  209 
            |||||||||| | ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  164  TGTCTGAGTAGTATGAAAATTGTCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATC  223 
 
Query  210  GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCG  269 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  224  GATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCCGTGAATCATCG  283 
 
Query  270  AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCA  329 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  284  AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCA  343 
 
Query  330  TTTCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTGTGGTCCCCCCGGGGACCTGCCCGAAA  389 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  344  TTTCTGCCCTCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTGCGGTCCCCCCGGGGACCTGCCCGAAA  403 
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Query  390  GGCAGCGGCGACGTCCGTCTGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTCTGTCACTCGCTCGGGAAG  449 
            ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||| 
Sbjct  404  GGCAGCGGCGACGTCCGTCTGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACTCGCTCGGGAAG  463 
 
Query  450  GACCTGCGGGGGTTGGTCACCACCATGTTTTACCACGG-TTGACCTCGGATCAGGTAGGA  508 
            |||||||||||||||||||||||||  ||||||||||| |||||||||||||||||| || 
Sbjct  464  GACCTGCGGGGGTTGGTCACCACCACATTTTACCACGGTTTGACCTCGGATCAGGTAAGA  523 
 
Query  509  GTTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA  534 
            |||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  524  GTTACCCGCTGAACTTAAGCATATCA  549 
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