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0.78 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 9.3 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร จาก Lineweaver–Burk plot  
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The expression of hyaluronidase gene from Streptococcus pyogenes ATCC 
6550 in Escherichia coli JM109 by using pQE80-L vector system was encoded at 
approximately 2,400 bp. The recombinant protein detected by SDS-PAGE had an 
expressed molecular mass of ~88 kDa size in the soluble cell. Hyaluronidase 
extracted from the soluble crude cell was detected in higher level, compared to the 
enzyme from supernatant. The effects of cultivation parameters on the production 
of hyaluronidase by this strain in shaking-flask level were investigated. The optimum 
cultivation conditions in 2xYT medium at 40% volume of medium per flask volume 
ratio were observed at 35 °C, pH = 8 and 200 rpm. The crude enzyme showed 
maximum activity at the temperature ranging from 35 °C to 40 °C with the pH of 7. 
The kinetics of enzyme was investigated at pH = 7 and 37°C using the Morgan-Elson 
colourimetric assay method. Km and Vmax values were 0.78 mg/ml and 9.3 mU/ml 
from the Lineweaver–Burk plot. 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 ที่มำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

ในปัจจุบันเอนไซม์จากพืช และจุลินทรีย์ ถูกน ามาใช้ในอุตสาหกรรมอย่างแพร่หลาย       
โดยเอนไซม์ที่ผลิตได้จากเชื้อจุลินทรีย์ จะถูกน ามาสกัดให้บริสุทธิ์ และพัฒนาเพ่ือน ามาใช้ในทาง
การแพทย์ การเกษตร และเวชส าอาง เช่น ครีม โลชั่นหรือใช้รักษาโรคต่างๆ อย่างไรก็ดี  พบว่า
ปัจจุบันคนใส่ใจดูแลตัวเองมากขึ้น โดยเฉพาะผิวพรรณ เนื่องจากได้รับผลกระทบจาก มลภาวะจาก
สิ่งแวดล้อมที่มีปัญหา ส่งผลให้เกิดโรคผิวหนังได้ง่าย เช่น มะเร็งหรือเนื้องอก รวมทั้งการเสื่อมของ
เซลล์ท าให้เกิดริ้วรอย และเปลี่ยนแปลงตามอายุ การเสื่อมของผิวหนังจากปัจจัยภายนอก ได้แก่ 
แสงแดดหรือการสูบบุหรี่ ส่งผลต่อความยืดหยุ่นลดลง ผิวหนังบางลง สีผิวไม่สม่ าเสมอ ความหยาบ
ของผิว และรอยย่นเพิ่มมากขึ้น จากเหตุผลข้างต้น ท าให้ มีการพัฒนาสารหรือเอนไซม์ชนิดใหม่ๆ เพ่ือ
มาทดแทน และตอบสนองความต้องการของผู้บริโภค โดยในงานวิจัยนี้ได้มุ่งเน้นที่จะศึกษาถึงการผลิต 
เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส ซึ่งมีคุณสมบัติในการย่อยกรดไฮยาลูโรนิก ให้มีขนาดโมเลกุลเหมาะสม ส าหรับ
ใช้เป็นสารเติมเต็มในชั้นผิว เพ่ือลบรอยเหี่ยวย่น อีกทั้งเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสยังมีคุณสมบัติย่อย
กรดไฮยาลูโรนิกซึ่งเป็นองค์ประกอบของ เนื้องอก และเซลล์มะเร็ง  

กรดไฮยาลูโรนิก (hyaluronic.acid) เป็นไกลโคสะมิโนไกลแคน.(glycosaminoglycan, 
GAG) สายตรง มีน้ าหนักโมเลกุลสูง ประกอบด้วยน้ าตาล 2 ชนิด คือ β (1, 3)-glucoronic acid และ 
β (1, 4)-N-acetylglucosamine เรียงตัวสลับกัน กรดไฮยาลูโรนิก มีมากกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ใน
ร่างกายบริเวณผิวหนังชั้นล่าง (dermis) และกระจายไปถึงผิวหนังชั้นบน (epidermis) ทั่วไปตาม
ร่างกาย โดยเฉพาะบริเวณจุดเชื่อมต่อระหว่างอวัยวะ และเซลล์ เพ่ือเพ่ิมความต้านทานต่อการเสียดสี
และเพ่ิมความยืดหยุ่น โดยคุณสมบัติที่น่าสนใจอีกประการ คือ สารนี้มีหมู่ฟังก์ชั่นจ าพวก carboxyl 
และ N-acetyl ที่มีข้ัวอยู่ในปริมาณสูงเมื่อละลายในน้ า ท าให้สามารถสร้างพันธะไฮโดรเจนกับโมเลกุล
ของน้ าได้ จึงมีความสามารถดูดเก็บน้ าได้ดี ช่วยให้ผิวหนังสามารถเก็บกักความชุ่มชื่นได้มากกว่าปกติ
หลายเท่า แต่ร่างกายจะลดปริมาณการผลิตอย่างรวดเร็วเมื่อมีอายุสูงขึ้น จึงต้องรับกรดชนิดนี้เพ่ิมเติม  
แต่อีกกรณีหนึ่งคือปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกจะถูกกระตุ้นให้ เพ่ิมปริมาณมากกว่ากรณีปกติเมื่อเกิด   
เนื้องอก (Lokeshwar และ คณะ, 1996; Victor และ คณะ, 1997; Stern, 2004) ซึ่งท าให้เกิดการ
สร้างหลอดเลือดใหม่ (angiogenic) เกิดการเรียงตัวใหม่ของชั้นคอลลาเจน (collagen deposition) 
ใต้ชั้นผิวและการสร้างเนื้อเยื่อแกรนูเลชัน (granulation tissue formation) (Rooney และ คณะ, 
1989; West และKumar, 1989) และส่งผลต่อเนื่องในการกระตุ้นเซลล์มะเร็งล าไส้ใหญ่ มะเร็งเต้านม 
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มะเร็งในกระเพาะปัสสาวะ และมะเร็งชนิดอ่ืนๆ (Hautmann และคณะ, 2000; Setala และคณะ
,1999; Auvinen และคณะ, 2000; Pirinen และคณะ, 2001; Knudson, 1996) 

อุตสาหกรรมเครื่องส าอางนิยมน ากรดไฮยาลูโรนิกมาท าเป็นสารเติมร่องลึกบนผิวหนังหรือใช้
เป็นสารให้ความชุ่มชื้นในครีมบ ารุงผิวต่างๆอย่างแพร่หลาย แต่เนื่องจากกรดไฮยาลูโรนิก มีน้ าหนัก
โมเลกุลสูง และความหนืดมาก ท าให้การน ามาประยุกต์ใช้ไม่ค่อยมีประสิทธิภาพมากนัก ดังนั้นจึงมี
การพัฒนาน าเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส มาช่วยย่อยกรดไฮยาลูโรนิก ให้มีน้ าหนักโมเลกุล และความหนืด
ลดลง เพ่ือความเหมาะกับการใช้งาน อีกทั้งยังน าเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสมาใช้ประโยชน์ทางด้าน
การแพทย์ คือ ช่วยให้รักษาอาการบาดเจ็บของเซลล์ผิวหนังได้เร็วกว่าเดิม 80% มีความสามารถใน
การยับยั้งการเจริญเติบโตของเนื้องอกซึ่งเป็นองค์ประกอบของกรดไฮยาลูโรนิก โดยเอนไซม์ชนิดนี้อยู่
ในกลุ่มของเอนไซม์ Lysosomal ที่สามารถย่อยสลายสารพวก acidic mucopolysaccharides เช่น 
กรดไฮยาลูโรนิก ที่อยู่ในของเหลวในร่างกาย เนื้อเยื่อ และextracellular matrix ของสัตว์มีกระดูก
สันหลัง โดยจุลินทรีย์ชนิด Streptococcus pyogenes มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ชนิดนี้ใน
ปริมาณสูง มีคุณภาพดีและสามารถควบคุมสภาวะในการเพาะเลี้ยงได้ โดยขับสารส าคัญออกจากตัว
เซลล์ แต่เนื่องจาก Streptococcus เป็นจุลินทรีย์ที่ก่อให้เกิดโรค และผลิตสารพิษสารฮีโมไลซินที่
สามารถย่อยเม็ดเลือดแดงในร่างกายคนได้ จึงต้องผ่านกระบวนการท าให้เอนไซม์บริสุทธ์อย่างเข้มงวด 
จึงไม่เหมาะสมในการผลิตระดับอุตสาหกรรม 

ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นที่จะพัฒนาการผลิตเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส โดยท าการโคลนยีนที่
ผลิตเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส จากเชื้อ Streptococcus pyogenes ATCC 6550 ให้กับ pQE80-L 
expression vector cell JM109แทรกเข้าไปผสมกับ pQE80-L expression vector cell JM109 
และBL21 สายพันธุ์ที่ไม่ก่อให้เกิดโรค เพราะสามารถเพาะเลี้ยงได้ง่ายในสภาวะที่ไม่ซับซ้อน ไม่เป็น
อันตรายต่อสิ่งมีชีวิต นอกจากนี้งานวิจัยยังท าการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของ
เชื้อจุลินทรีย์ กิจกรรมของเอนไซม์ และค่าจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ที่ผลิตได้ เพ่ือเป็นแนวทางสู่การ
พัฒนากระบวนการผลิตเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส ในด้านการแพทย์และเวชส าอางค์ให้แก่ประเทศต่อไป 

1.2  วัตถุประสงค์ของงำนวิจัย 
 1.2.1.ศึกษาการผลิตรีคอมบิแนนท์ไฮยาลูโรนิเดส ด้วยวิธีการโคลนยีนที่ผลิต เอนไซม์         
ไฮยาลูโรนิเดสจากเชื้อจุลินทรีย์ E.coli JM109 ที่มพีลาสมิด pGE80L-hyalA 
 1.2.2 ศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการผลิต การท างาน และค่าทางจลนพลศาสตร์ของสารละลาย
เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสจากเชื้อจุลินทรีย์ E.coli JM109 ที่มีพลาสมิด pGE80L-hyalA ที่ไม่ท าให้
บริสุทธิ์ 
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1.3 ขอบเขตงานวิจัย 
 1.3.1 ศึกษาการปรับปรุงสายพันธุ์ Escherichia coli เพ่ือผลิตเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส ด้วยวิธี
โคลนยีนที่ผลิตเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส จากเชื้อ Streptococcus pyogenes เข้าไปใน pQE80-L 
expression vector cell JM109 และBL21  
 1.3.2..ศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตสารละลายเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส จากเชื้อจุลินทรีย์ 
E.coli JM109 ที่มีพลาสมิด pGE80L-hyalA เช่น อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-ด่าง อัตราการเขย่า 
และช่วงเวลาการผลิต 
   1.3.2.1 ช่วงเวลาในการผลิต 0-24 ชั่วโมง 
   1.3.2.2 อัตราการเขย่า 0-250 รอบต่อนาที 
   1.3.2.3 อุณหภูมิในการบ่ม 25-50 องศาเซลเซียส 
   1.3.2.4 ค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อ 4-9  
  1.3.3..ศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการท างานของสารละลายเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่ไม่ท าให้
บริสุทธิ์ในสภาวะต่างๆ เช่น อุณหภูมิ และค่าความเป็นกรด-ด่าง  
   1.3.3.1 ค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลายบัฟเฟอร์ 3 ถึง 8 
   1.3.3.2 อุณหภูมิในการเกิดปฏิกิริยาที่ 25 ถึง 50 องศาเซลเซียส 

1.3.4 ค านวณค่าทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ 
  
1.4 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

1.4.1 ได้สายพันธุ์ Escherichia coli ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส 
จากการปรับปรุงสายพันธุ์ 

1.4.2..ได้ ข้ อมูลสภาวะที่ เหมาะสมส าหรับการผลิตและการท างานของ เอนไซม์                 
ไฮยาลูโรนิเดสจากเชื้อจุลินทรีย์ E.coli JM109 ที่มพีลาสมิด pGE80L-hyalA 

1.4.3 ได้ข้อมูลที่สามารถใช้เป็นแนวทางในการปรับปรุงสายพันธุ์ Escherichia coli โดย
เทคนิคทางพันธุวิศวกรรม 
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บทที่ 2 
เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1  กรดไฮยำลูโรนิก (Hyaluronic acid) 
กรดไฮยาลูโรนิก (Hyaluronic acid) ถูกค้นพบครั้งแรกในปี 1934 จากเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน

บริเวณตาวัว (Meyer และPalmer, 1934; Weigel และคณะ, 1997) มีลักษณะเป็นของเหลวไม่มีสี 
มีความหนืดสูง เป็นสารอินทรีย์ประเภท เฮเทอโรโพลีแซคคาไรด์ (heteropolysaccharides) ในกลุ่ม
ไกลโคอะมิโนไกลแคน (glycoaminoglycan) หรือมิวโคโพลีแซคคาไรด์ (mucopolysaccharide)  
ซ่ึงโพลีแซคคาไรด์ในกลุ่มนี้มีความส าคัญอย่างมากในสิ่งมีชีวิต (Meyer, 1971) 

กรดไฮยาลูโรนิกเป็นองค์ประกอบของเนื้อเยื่อในร่างกายบริเวณผิวหนังชั้นล่าง.และผิวหนังชั้น
บน โดยเฉพาะบริเวณจุดเชื่อมต่อระหว่างอวัยวะและเซลล์ เพ่ือเพ่ิมความต้านทานต่อการเสียดสี เพ่ิม
ความยืดหยุ่น ช่วยดูดซับแรงกด และแรงกระแทก รวมทั้งป้องกันเซลล์จากสิ่งแวดล้อม (Nimrod และ 
คณะ, 1988) ซึ่งนอกจากร่างกายมนุษย์แล้วยังพบ กรดไฮยาลูโรนิกในเนื้อเยื่อชนิดต่างๆของสัตว์เลี้ยง
ลูกด้วยนม เช่น สายรก ตา น้ าไขข้อ และหงอนไก ่(Hascall และLaurent, 1997)       

โดยบริเวณผิวหนัง และกระดูกอ่อน กรดไฮยาลูโรนิกมีหน้าที่จับน้ า  และโปรตีนหรือ          
มิวโคโพลีแซคคาไรด์อ่ืน เพ่ือความยืดหยุ่นของเนื้อเยื่อ โดยเฉพาะบริเวณน้ าไขข้อนั้นมีหน้าที่เป็นสาร
หล่อลื่นในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม อีกทั้งยังยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของลิมโฟไซด์ และแมคโคฟาจ         
เพ่ือยับยั้งปฏิกิริยาการต่อต้านเซลล์ปลูกถ่าย .อีกทั้งยังกระตุ้นการรวมตัวของเซลล์ลิมโฟมาร์ 
(lymphoma cell) (Main, 1986) 

กรดไฮยาลูโรนิกมีหมู่ฟังก์ชั่นประเภท carboxyl.และN-acetyl ที่มีขั้วปริมาณสูง ซึ่งเมื่อ
ละลายน้ าจะสร้างพันธะไฮโดรเจน จึงสามารถดูดเก็บน้ าและความชื้นได้ดี  อีกทั้งยังมีความยืดหยุ่น   
จึงมีการน ากรดไฮยาลูโรนิก มาใช้ประโยชน์ในทางการแพทย์ และอุตสาหกรรมเครื่องส าอาง เช่น     
ใช้ในการรักษาผ่าตัดดวงตา เป็นส่วนประกอบในยาหยอดตา (Balazs และ Band, 1984) ใช้รักษาโรค
เกี่ยวกับข้อต่อกระดูก ใช้รักษาบาดแผล (wound healing) ใช้ตรวจหาแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะ
ต่อ streptococcus hyaluronidase ในซีรัมมนุษย์ และส่วนประกอบที่ส าคัญในการให้ความชุ่มชื้น
แก่ผิวหนังในครีมบ ารุงผิวหน้า  โดยกรดไฮยาลูโรนิก ที่น ามาใช้จะมีน้ าหนักโมเลกุลแตกต่างตาม
แหล่งที่มา เช่น น้ าหนักโมเลกุล 55 กิโลดาลตันจากเชื้อจุลินทรีย์ Streptococcus pyogenes 
น้ าหนักโมเลกุล 57 ถึง 1,300 กิโลดาลตัน จากน้ าไขข้อ น้ าหนักโมเลกุล 3,000.ถึง.4,000           
กิ โลดาลตัน จากรกของทารก (Laurent.และGergery,.1955).น้ าหนักโมเลกุล ใ77.ถึง .1,700        

กิโลดาลตัน จากวุ้นของตาวัว (Laurent และคณะ, 1966) 
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2.2 โครงสร้ำงและคุณสมบัติของกรดไฮยำลูโรนิก 
กรดไฮยาลูโรนิก เป็นโพลีแซคคาไรด์ในกลุ่มไกลโคอะมิโนไกลแคน (glycosaminoglycanes) 

(GAG) ที่มีสูตรโครงสร้างทางเคมีคือ (C14H21NO11)n โดย n มีค่าตั้งแต่ 20 ถึง 25,000 ขึ้นอยู่กับแหล่ง
ของเนื้อเยื่อสกัดได้ วิธีการตรวจวัด และวิธีการสกัด (Brown และคณะ,1994; Laurent, 1966) 
โครงสร้างของกรดไฮยาลูโรนิก เป็นโพลิเมอร์สายตรงที่ประกอบไปด้วยหน่วยย่อยของ ไดแซคคาไรด์  
คือ เอ็น-อะซิติล-ดี-กลูโคซามีน.(N-acetyl-D-glucosamine).และดี-กลูโคโรนิกแอซิด (D-glucuronic 
acid) ประกอบไปด้วย กลุ่ม hydroxyl groups กลุ่ม carboxylate (ภาพที่ 2.1)    

 

  ภำพที่ 2.1 โครงสร้างของกรดไฮยาลูโรนิก (Chong และBlank, 2012)   

จากภาพที่ 2.1 น้ าตาลโมโนแซคคาไรด์ทั้งสองชนิดภายในหน่วยย่อยไดแซคคาไรด์          
จะเชื่อมต่อกันด้วยพันธะ β -1,4 glycosidic bond ระหว่างคาร์บอนอะตอมที่ 1 ของ                 
N-acetyl-D-glucosamine กับคาร์บอนอะตอมที่ 4 ของ D-glucuronic acid และหน่วยย่อยของ
น้ าตาลไดแซค-คาไรด์จะเชื่อมต่อกันด้วยพันธะ β -1,3 glycosidic bond ระหว่างคาร์บอนอะตอมที่ 
1 ของ D-glucuronic acid กับคาร์บอนอะตอมที่ 3 ของ N-acetyl-D-glucosamine แตกต่างจาก
ไกลโคสะมิโนไกลแคนตัวอ่ืนๆ ตรงที่มีพันธะโควาเลนต์ จับกับโปรตีน (Chong และBlank, 2001) 
โครงสร้างมีลักษณะเกี่ยวพันเป็นร่างแหอย่างเสถียร สามารถสร้างพันธะไฮโดรเจนกับน้ าได้ ซึ่งเมื่อ   
ส่องกล้องจุลทรรศน์พบว่ากรดไฮยาลูโรนิกสามารถจับตัวกับน้ าได้ลักษณะคล้ายรังผึ้ง (Csoka และ
คณะ, 1997) จึงส่งผลดีในการกักเก็บน้ า และเพ่ิมความยืดหยุ่น โดยพบว่า กรดไฮยาลูโรนิก 1 กรัม 
สามารถดูดน้ าได้ถึง 1 ลิตร (Laurent, 1970) แต่มีปัญหาเรื่องความหนืด และขนาดโมเลกุลขนาด
ใหญ่ จึงส่งผลเสียต่อการกระจายตัวของกรดไฮยาลูโรนิก อีกทั้งกรดไฮยาลูโรนิกจะถูกกระตุ้นให้เพ่ิม
ปริมาณมากกว่ากรณีปกติเมื่อ เกิดเนื้องอก (Lokeshwar และ คณะ, 1985; Victor และคณะ, 1997; 
Stern, 2004) ซึ่งท าให้เกิดการสร้างหลอดเลือดใหม่ (angiogenic) เกิดการเรียงตัวใหม่ของชั้น   
คอลลาเจน (collagen deposition) ใต้ชั้นผิวและการสร้างเนื้อเยื่อแกรนูเลชัน (granulation tissue 
formation) (Rooney และคณะ, 1995; West และKumar, 1989) และส่งผลต่อเนื่องในการกระตุ้น
เซลล์มะเร็ งล า ไส้ ใหญ่  มะเร็ ง เต้มนม มะเร็ ง ในกระเพาะปัสสาวะ และมะเร็ งชนิด อ่ืนๆ       
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(Hautmann และคณะ, 2000; Setala และคณะ, 1999; Auvinen และคณะ, 2000; Pirinen และ
คณะ, 2001; Knudson, 1996)  

โดยทั่ ว ไปกรดไฮยาลู โ รนิ ก  พบได้ ในธรรมชาติ อยู่ ใ นรู ปของ เกลื อ โซ เดี ยม .คื อ          
โซเดียมไฮยาลูโรเนต และพบบ้างในรูปของเกลือโพแทสเซียมไฮยาลูโรเนต (Nimrod และคณะ,1988; 
Brown และ คณะ, 1994; Ellwood และคณะ, 1995; Fujii และคณะ, 1996) 

2.3 กำรผลิตกรดไฮยำลูโรนิก 
 กรดไฮยาลูโรนิกเป็นองค์ประกอบภายใต้ชั้นผิวของมนุษย์มากกว่า 50% ในร่างกาย   
(Hascall และLaurent, 1997) อีกทั้งยังสามารถ ผลิตได้จากทั้งเซลล์ของเนื้อเยื่อสัตว์ และ
เชื้อจุลินทรีย์ จึงได้มีการศึกษาคิดค้นวิธีการในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก ที่เหมาะสมกับแต่ละแหล่ง
ผลิต 

 2.3.1 กำรผลิตกรดไฮยำลูโรนิกโดยกำรสกัดจำกเซลล์ของสิ่งมีชีวิต 
  กรดไฮยาลูโรนิก เป็นองค์ประกอบของเนื้อเยื่อสัตว์ โดยแหล่งที่มีรายงานว่าตรวจพบสาร
สกัดกรดไฮยาลูโรนิก เช่น หงอนไก่ (rooster comb) ปริมาณมากกว่า 7.5 มิลลิกรัมต่อลิตร น้ าจาก
ไขกระดูก (synovial fluid) เซลล์เยื่อบุผิวหนัง (epithelial cell) น้ าไขข้อวัว (bovine synovial 
fluid) กระดูกอ่อนของวัว (bovine articular cartilages) สายสะดือ (umbilicalcord) และเยื่อ
เมือกบริเวณดวงตา (vitreous body) ประมาณ 4 มิลลิกรัมต่อลิตร (Cifonelli และMayeda, 1957; 
Radin และคณะ, 1970; Hascall และLaurent, 1997) กรดไฮยาลูโรนิกที่ได้จากเนื้อเยื่อของสัตว์   
จะมีน้ าหนักโมเลกุลสูง และมีสายของน้ าตาลไดแซคคาไรด์ที่ยาวกว่าจากวิธีการอ่ืน นอกจากนี้ยัง
ประกอบไปด้วยโปรตีน และโพลีแซคคาไรด์ชนิดอ่ืนปนเปื้อน ท าให้กรดไฮยาลูโรนิกที่ได้ยังไม่บริสุทธิ์
เพียงพอต่อการน าไปใช้ จึงต้องผ่านขั้นตอนการท าให้บริสุทธิ์ที่มีความยุ่งยากและซับซ้อน  

2.3.2 กำรผลิตกรดไฮยำลูโรนิกจำกกระบวนกำรหมักโดยเชื้อจุลินทรีย์ 
กรดไฮยาลูโรนิก และไฮยาลูโรนิเดสผลิตได้จากเชื้อจุลินทรีย์แกรมบวก โดยเฉพาะ จากเชื้อ 

Streptococcus ถูกค้นพบครั้งแรกโดย (Kendall และคณะ, 1937) โดยสามารถแบ่งกลุ่มของ
เชื้อจุลินทรีย์ Streptococcus ตามปฏิกิริยาในการย่อยสลายเม็ดเลือดแดง (haemolytic reaction) 
ได้ 3 กลุ่ม (Collin และคณะ, 1989) คือ 

1. Gamma-haemolytic Streptococci (γ-haemolytic Streptococci) 
เมื่อเลี้ยงเชื้อบนอาหาร blood agar (BA) เชื้อที่ขึ้นจะไม่มีวงใสรอบ ๆ โคโลนี เพราะว่า

เชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้ไม่สามารถท าลายเม็ดเลือดแดงได้  
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2. Alpha-haemolytic Streptococci (α-haemolytic Streptococci) 
เชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้ สามารถท าลายเม็ดเลือดแดงได้แต่ไม่สมบูรณ์ดังนั้นเมื่อเลี้ยงเชื้อบน

อาหาร blood agar (BA) เชื้อที่ขึ้นจะสังเกตเห็นสีน้ าตาลหรือสีเขียวรอบๆโคโลนีของเชื้อจุลินทรีย์ 
เนื่องจาก ธาตุเหล็กในฮีโมโกลบินจะ ถูกออกซิไดซ์ เชื้อจุลินทรีย์ ในกลุ่มนี้ ได้แก่ S. pneumoniae, 
S. salivarius, S. viridans และ L. garvieae (Eldar และคณะ, 1999) 

3. Beta-haemolytic Streptococci (ß-haemolytic Streptococci)  
  เชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้สามารถท าลายเม็ดเลือดแดงได้อย่างสมบูรณ์ โดยรอบ ๆ โคโลนีบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ blood agar มีขอบใสอย่างชัดเจน เชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่มนี  ้ได้แก่ S. agalactiae,     
S. equisimilis, S. milleri, S. pyogenes (Stokes และRidgwar, 1987), S. iniae และ                  
S. dysgalactiae (Nomoto และคณะ, 2004)  

โดยเซลล์ของเชื้อจุลินทรีย์ Streptococcus มีรูปร่างกลมหรือรูปไข่ เส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ 0.6-1.0 ไมครอน เป็นเชื้อจุลินทรีย์ชนิด facultative anaerobes จัดเรียงตัวเป็นคู่      
สายสั้นๆเป็นเชื้อแกรมบวก (Gram positive) ย้อมติดสีม่วง ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ และไม่สร้างสปอร์ 
(Joklik และคณะ, 1980) ในสายพันธุ์ที่สร้างแคปซูล โคโลนีจะมีลักษณะเป็นเมือก เจริญเติบโตได้ดีที่
อุณหภูมิ 20-42 องศาเซลเซียส ในอาหารเลี้ยงเชือที่มีเกลือผสมอยู่  6.5 เปอร์เซ็นต์ และที่ความเป็น
กรด-ด่าง 9.6 ในอาหารที่มีเลือด โดยไม่สามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส และ          
45 องศาเซลเซียส อีกทั้งเชื้อจุลินทรีย์ Streptococcus ยังได้แหล่งพลังงานจากการย่อยน้ าตาล      
ซึ่งผลิตภัณฑ์ที่ได้มีสมบัติเหมือนกรดไฮยาลูโรนิกจากเนื้อเยื่อในร่างกาย (Jawetz และคณะ, 1998) 
กระบวนการหมักที่ได้รับการปรับปรุง และพัฒนาอย่างมาก เนื่องจากเป็นวิธีการที่ให้ผลผลิตสูง      
ใช้ระยะเวลาในการหมักสั้น ควบคุมสภาวะที่เหมาะสมในระหว่างการหมักได้ และใช้ต้นทุนในการผลิต
ต่ า อีกทั้งยังไม่พบปัญหาการปนเปื้อนจากไกลโคอะมิโนไกลแคนชนิดอ่ืนโดยขั้นตอนการสังเคราะห์
กรดไฮยาลูโรนิกเมื่อศึกษาในระดับโมเลกุล พบว่าการสร้างกรดไฮยาลูโรนิก จะถูกควบคุมโดย has 
operon ซึ่งประกอบด้วยยีน (gene) ทั้งหมด 3 ยีน คือ hasA (hyaluronic acid synthase) เป็น
ตัวเร่งปฏิกิริยา ในการน า UDP-N-acetyl-D-glucosamine และ UDP-D-glucuronic acid มาสร้าง
กรดไฮยาลูโรนิก hasB (UDP-glucose dehydrogenase) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา ในการเปลี่ยน UDP-
glucose เป็น UDP-glucuronic acid และhasC (UDP-Nacetyl-D-glucosamine pyrophospho- 
rylase) เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาในการเปลี่ยนกลูโคส-1-ฟอสเฟต และUTP ไปเป็น UDP- glucose และ
PPi (Crater  และRijn, 1995; Crater และคณะ, 1995; Dougherty และVan de Rijn, 1993)     
อีกท้ังกระบวนการผลิตยังมีเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสผลิตควบคู่ออกมาด้วยแสดงในภาพที ่2.2 
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ภำพที ่2.2 กลไกการสังเคราะห์กรดไฮยาลูโรนิกโดย S. zooepidemicus 
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การผลิตกรดไฮยาลูโรนิกจากเชื้อจุลินทรีย์จึงมีข้อดีกว่า วิธีการสกัดจากเนื้อเยื่อสิ่งมีชีวิต แต่
เนื่องด้วยความหลากหลายของเชื้อ Streptococcus จึงต้องเลือกสายพันธุ์ที่ผลิตกรดไฮยาลูโรนิก 
และเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสได้ ทนทาน ไม่กลายพันธุ์ง่าย และไม่เป็นพิษต่อมนุษย์อีกด้วย คุณสมบัติ
ของสายพันธุ์ต่างๆแสดงดังตารางที่ 2.1 โดยชนิดที่นิยมน ามาวิจัยเพราะมีคุณสมบัติเหมือนกับกรด   
ไฮยาลูโรนิกที่แยกได้จากเนื้อเยื่อต่างๆของร่างกาย (Kendali และคณะ, 1937) คือ Streptococcus 
กลุ่ม A และ C (Nimrod และคณะ, 1986; Swann และคณะ, 1990; Regan และคณะ, 1994) ที่มี
ความใกล้เคียงกัน  เนื่องด้วยสามารถผลิตกรดไฮยาลูโรนิกได้ปริมาณมาก แต่ เชื้อจุลินทรีย์กลุ่ม 
Streptococcus กลุ่ม A และC มีโปรตีนที่ผนังเซลล์สามารถเกาะติดกับเซลล์เจ้าบ้านได้ดี มีแคปซูล
ห่อหุ้มเซลล์ซึ่งช่วยป้องกันการท าลายจากเม็ดเลือดขาว สร้างความทนทานในสภาพที่มีออกซิเจนจึงไม่
มีการสร้างไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ ซึ่งเป็นพิษต่อเซลล์ (Cleary.และLarkin,.1979) และยังผลิตสาร           
สเตปโตไล-ซิน ซึ่งส่งผลให้เม็ดเลือดแดงแตกตัว   
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ตำรำงท่ี 2.1 ตารางแสดงสมบัติและต าแหน่งแอนติเจนของ Streptococcus (นิภาพร, 2542)  

  กลุ่มแอนติเจน    ประเภทของแอนติเจน 
 

  

กลุ่ม โครงสร้างเคมี ต าแหน่งในเซลล์ โครงสร้างเคมี ต าแหน่ง สปีชีส ์
        ในเซลล์   

A Rhamnose-N-acetyl-glucosamine ผนังเซลล์ Protein Envelope S.pyogene 
  polysaccharide         

B Rhamnoseglucosamine ผนังเซลล์ Glucose-galactose- Envelope S.agalactiae 
  polysaccharide   N-acetyl-glucosamine     
      polysaccharide     
C Rhamnose-N-acetyl-glucosamone ผนังเซลล์ Protein Envelope S.equisimilis 
  polysaccharide   

 
  S.zooepidemicus 

      
 

  S.equi 
      

 
  S.dysgalactise 

D Glycerol trichoic acid containing ภายในเซลล์ระหว่าง Rhamnose-glucose- ผนังเซลล์ S.faecalis 
  D-alanine and glucose ผนังเซลล์ และ amine-glucose      
    เมมเบรน polysaccharide     

 

 10 
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  กลุ่มแอนติเจน    ประเภทของแอนติเจน 
 

  

กลุ่ม โครงสร้างเคมี ต าแหน่งในเซลล์ โครงสร้างเคมี ต าแหน่ง สปีชีส ์
        ในเซลล์   

E Rhamnose polysaccharide ผนังเซลล์ polysaccharide -  Streptococcus sp. 

F Rhamnose and a glucopyranosyl- ผนังเซลล์ Carbohydrates-some  - S.anginosus 
  N-actyl-galactoasmine   types contain glucose 

 
  

      and rhamnose 
 

  

G Rhamnose-glucosamine ผนังเซลล์  -  - Streptococcus sp. 
  polysaccharide       (large colony) 
H Rhamnosepolysaccharide ผนังเซลล์  - -  S.sanguis 
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2.4 เอนไซม์ไฮยำลูโรนิเดส (Hyaluronidase) 
กระบวนการย่อยกรดไฮยาลูโรนิกด้วยเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสค้นพบครั้งแรกในอสุจิมนุษย์ 

โดย (Gmachl และคณะ, 1993) โดยพิจารณาจากคุณสมบัติการฝังตัว ในชั้นเซลล์ คูมูลัสซึ่งเป็นส่วน
ของไข่ในมดลูก (Cherr และคณะ, 2001) ไฮยาลูโรนิเดสมีองค์ประกอบของธาตุเหล็ก คอปเปอร์ 
เกลือสังกะสี ฮาปาริน โพลีฟีนอล และฟลาโวนอยส์ (Haas, 1946; Dorfman และคณะ, 1948; 
Meyer และRapport, 1951) สามารถลดอาการอักเสบ ยับยั้งเนื้องอก มีคุณสมบัติในการควบคุม
ปริมาณเซลล์มะเร็ง โดยผ่านการทดสอบกับผู้ป่วยเนื้องอกที่ปอดจากสาเหตุของยาสูบ และใช้เป็น
ส่วนผสมของสารเคมีบ าบัดโรคมะเร็ง (Noble, 2002) อีกทั้งยังถูกน าไปใช้ทางการแพทย์ เช่นน าไป
ศัลยกรรมทางจักษุวิทยา โรคผิวหนังช่วยในการผลัดเซลล์ผิว การสร้างเนื้อเยื่อใหม่ (Poelstra และ
คณะ, 1997; Farr และคณะ, 1997; Menzel และFarr, 1998) และเมื่อพิจารณาได้ด้านเวชส าอาง 
พบว่าสามารถใช้ เป็นสารย่อยกรดไฮยาลู โรนิก ในก รณีที่ต้องการแก้ไขรูปร่างหรือสลาย              
กรดไฮยาลูโรนิกที่ฉีดเข้าไปก่อนหน้าได้ โดยเอนไซมไ์ฮยาลูโรนิเดสที่ได้จากสิ่งมีชีวิตเพ่ือน ามาใช้ในทาง
อุตสาหกรรมเคมีภัณฑ์  และทางการแพทย์ จะมีการตัด N-acetylhexosaminidic..ท าให้ได้          
สารโอลิโกแซคคาร์ไรด์กับ N-acetylglucosamine หลังจากกระบวนการย่อยเสร็จสิ้นจะได้ เตตระ-
แซคคาร์ไรด์ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์หลัก ตามมาด้วยเฮกซะแซคคาร์ไรด์ และโอลิโกแซคคาร์ไรด์โมเลกุลสูง
ปริมาณเพียงเล็กน้อยเท่านั้น  

2.4.1 กลุ่มของเอนไซม์ไฮยำลูโรนิเดส 
เอนไซม์ ไฮยาลู โรนิ เดส แบ่ งเป็นกลุ่ มตามหลักกลไกการเกิดปฏิกิ ริ ยาย่อยสลาย           

กรดไฮยาลูโรนิกที่แตกต่างกันได้เป็น 3 กลุ่ม ดังนี้ (Menzel และFarr, 1998) 
2.4.1.1 Testicular-type hyaluronidase (hyaluronoglucosaminidase; hyalu- 

ronate 4-gly-canohydrolase)  
   เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่อยู่ในกลุ่มนี้  จะท าการตัดพันธะไกลโคซิดิกของ β-N-acetyl-
glucosamine (1    4) ในกรดไฮยาลูโรนิกแบบสุ่มไปเรื่อยๆ และพบว่าน้ าหนักโมเลกุลของเอนไซม์-
ไฮยาลูโรนิเดสที่ได้คือ 61 kDa ซึ่งเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสของไลโซไซม์ต้นก าเนิดมีน้ าหนักโมเลกุล
ประมาณ 81-89 kDa 

2.4.1.2 Leech hyaluronidase (hyaluronate glycanohydrolase)  
เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่อยู่ในกลุ่มนี้ผลิตได้จากสัตว์จ าพวกปลิงหรือทาก เมื่อน าไปย่อย

กรดไฮยาลูโรนิกจะได้ผลผลิตเฉพาะเป็น tetrasaccharides.และhexasaccharides.เท่านั้น เนื่องจาก
เอนไซม์จะมีความจ าเพาะกับสาย glucuronidic ของกรดไฮยาลูโรนิกเท่านั้น และไม่ตัดสายโพลีแซค
คาร์ไรด์ชนิดอื่น  
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2.4.1.3. Bacterial hyaluronidase (hyaluronate lyase)  
เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่อยู่ ในกลุ่มนี้ผลิตได้จากเชื้อจุลินทรีย์กลุ่ม Streptomyces.เป็น

องค์ประกอบที่ส าคัญของเยื่อหุ้มเซลล์ จะท าการตัดพันธะไกลโคซิดิกของ β-GlcNAc-(1, 4) ท าให้
ได้ผลผลิตคือ 4, 5-unsaturated tetrasaccharides และ hexasaccharides จากการศึกษาวิจัย 
พบว่า เอนไซม์ที่ได้จากเชื้อจุลินทรีย์ Streptococcus กลุ่ม A จะท าการตัดห่วงโซ่คอนดรอยติน-   
ซัลเฟตออกไปดีที่สุด แต่ปัญหาที่เกิดขึ้นในการผลิตไฮยาลูโรนิเดสจากเชื้อจุลินทรีย์ Streptococcus 
คือสารสเตปโตไลซิน ซึ่งส่งผลให้เม็ดเลือดแดงแตกตัว จึงต้องน าเอาเทคโนโลยีทางด้านพันธุวิศวกรรม
มาใช้ เ พ่ือปรับปรุงสายพันธุ์ ให้มีคุณสมบัติ ตามต้องการ โดยการโคลนเข้าสู่ เซลล์ เจ้าบ้าน       
Escherichia coli ชนิดที่เข้ากับเชื้อ Streptococcus ได้ดี และยังต้องทนทาน ไม่ก่อโรคต่อคน   

2.5 กำรปรับปรุงสำยพันธุ์เพื่อกำรผลิตเอนไซม์ไฮยำลูโรนิเดส  
การปรับปรุงสายพันธุ์เชื้อจุลินทรีย์มีความส าคัญในการ แก้ไขข้อบกพร่อง เพ่ิมผลผลิตและ

เพ่ิมประสิทธิภาพในการท างานของเชื้อจุลินทรีย์ โดยวิธีการปรับปรุงสายพันธุ์จุลินทรีย์แบ่งได้ 3 วิธี
คือ (Baltz ,1986) 

1.การกลายพันธุ์ เป็นเทคนิคที่เกิดการกลายพันธุ์ที่สามารถเลือกเกิดได้ตามธรรมชาติหรือการ
ชักน าให้เกิดอัตราการกลายพันธุ์ที่สูงกว่า เป็นวิธีที่สะดวก และราคาถูก แต่ไม่มีความแน่นอนของสาย-
พันธุ์ 

2.Gene cloning เป็นเทคนิคที่ซับซ้อนท าโดยการเปลี่ยนแปลงที่บริเวณที่เกาะของไรโบโซม 
หรือยับยั้งการสังเคราะห์เอนไซม์ แต่เป็นวิธีที่ซับซ้อนและราคาแพง 

3.Genetic recombination เป็นเทคนิคที่ อาศัยความรู้พ้ืนฐานด้านสรีรวิทยาของเชื้อ     
เพ่ือปรับปรุงสายพันธ์ ให้จุลินทรีย์เกิดยีนใหม่ที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น รวมทั้ง ให้ผลผลิตปริมาณสูง
ขั้นตอนการปฏิบัติเริ่มต้นโดยกระบวนการที่ท าให้เกิดการเพ่ิมจ านวนของยีนโดยอาศัยการเพ่ิมจ านวน
ของเชื้อจุลินทรีย์ที่มียีนหรือดีเอ็นเอพาหะนั้นๆ โดยการโคลนต้องท าการตัดโมเลกุลดีเอ็นเอให้มีขนาด
ตามต้องการและเพ่ิมจ านวน โดยใช้ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (PCR) โดยปริมาณดีเอ็นเอในแต่ละรอบ
ของปฏิกิริยา PCR ประกอบด้วย 3 ขั้นตอนหลักของการปรับเปลี่ยนอุณหภูมิในเครื่อง thermocycle 
ที่วนรอบประมาณ 40 รอบ คือ ท าการน าสายดีเอ็นเอน าเข้าเวคเตอร์ที่มียาปฏิชีวนะเพ่ือป้องกัน    
เชื้อโรคอ่ืนๆเจริญเติบโต และน าเข้าสู่ภายในเซลล์เชื้อจุลินทรีย์ด้วยสารเคมี เช่น K+, Mg2+, Ca2+,, 
Mn2+ หรือdimethylsulfoxide (DMSO) และกระตุ้นท าให้เกิดสภาวะการซึมผ่านเข้าออกของเยื่อหุ้ม
เซลล์  และสายดี เ อ็นเอจะแทรกเข้าสู่ เซลล์ เมื่ อถูก (heat.shock).ที่ อุณหภูมิประมาณ 42            
องศาเซลเซียส ท าให้เกิดเป็นโมเลกุลสายผสม โดยเพลาสมิดที่นิยมใช้คือ Escherichia coli เนื่องจาก
มีลักษณะเป็นวงกลมเกลียวคู่ สามารถน าเข้าสายดีเอ็นเอได้ง่าย และเชื้อที่น ามาโคลนไม่มีการ
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เปลี่ยนแปลงโมเลกุลของ RNA ต่อจากนั้นจึงน าเอาเชื้อจุลินทรีย์ที่ผ่านการตัดต่อพันธุกรรมไปเพ่ิม
จ านวนโดยการเพาะเลี้ยงในอาหารชนิดแข็ง และเลือกเฉพาะกลุ่มของเซลล์ที่มี .DNA ที่สนใจไป
ตรวจสอบขนาดพลาสมิดเทคนิคอิเล็คโตรโฟไลซิสแล้วท าการเปรียบเทียบกับขนาดดีเอ็นเอมาตรฐาน 
เมื่อยืนยันได้แล้วว่าเชื้อที่ท าปรับปรับปรุงสายพันธุ์ไม่มีการกลายพันธุ์ จึงน ามาเพาะเลี้ยงต่อเพ่ือเพ่ิม
ปริมาณ และน ามาศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต การผลิตเอนไซม์ ขนาดเอนไซม์ที่ผลิต
ได้ด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส (SDS PAGE) และหากิจกรรมเอนไซม์ด้วยวิธี Morgan-Elson 
 
2.6.กำรวิเครำะห์ขนำดเอนไซม์ไฮยำลูโรนิเดสด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส (electrophoresis) 

วิธีการตรวจสอบขนาดเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสอาศัยสนามไฟฟ้าในการ
เคลื่อนที่เพ่ือแยกเอนไซม์ผ่านเจลที่มีลักษณะเป็นร่างแห ของสาร N, N methylenebisacrylamide  
และacrylamide ตามน้ าหนักโมเลกุล เนื่องด้วยอัตราเร็ว.ในการเคลื่อนทีข่องโมเลกุลขึ้นกับขนาดของ
โมเลกุล โดยใช้สาร SDS-PAGE (sodiumdodecyl sulfate-polyacrylamide gel eletropho- 
resis) ซึ่งมีประจุลบสามารถจับกับพันธะไฮโดรเจนของเอนไซม์ ท าให้เอนไซม์เสียสภาพ คลายตัวเป็น
เส้นตรง และท าให้เอนไซม์ทั้งหมดมีประจุลบ เมื่อเคลื่อนผ่านสนามไฟฟ้าจึงเคลื่อนที่หาประจุบวก 
และเมื่อเทียบผลการทดลองกับการเคลื่อนที่ของโปรตีนมาตรฐาน ท าให้สามารถตรวจสอบขนาดของ
เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสได้ โดยเมื่อพิจาณาขนาดโปรตีนจากเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสพบว่าขนาดมีความ
สอดคล้องกับค่ามวลโมเลกุลที่ได้จากการค านวณ (calculated molecular mass) ดังสูตรการ
ค านวณต่อไปนี้ 

                   มวลโมเลกุล =  ( ขนาดดีเอ็นเอ

 
 ) x  110 (ขนาดดีเอ็นเอมาตรฐาน)                (3.1) 

 
2.7 กำรวิเครำะห์กิจกรรมของเอนไซม์ 

 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์สามารถตรวจสอบผลของการท างานเอนไซม์              
ไฮยาลูโรนิเดส จากวิธี Morgan-Elson ซึ่งใช้หลักการในการย่อยกรดไฮยาลูโรนิกซึ่งประกอบไป
ด้วยไกลโคสะมิโนไกลแคน ประกอบด้วยน  าตาล 2 ชนิด β (1, 3)-glucoronic acid และβ (1, 4)-
N-acetylglucosamine เรียงตัวสลับกัน ซึ่งเมื่อถูกเอนไซม์ย่อยจะได้โมเลกุลของน  าตาล แล้วจึงท า
การตรวจวัดปริมาณน  าตาล NAG (Hynes และFerretti, 1994) ด้วยปฏิกิริยาดังภาพท่ี 2.3 
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ภำพที่ 2.3 ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจากวิธี Morgan-Elson (Muckenschnabel และคณะ, 1998) 
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จากภาพที่ 2.3 ปฏิกิริยาการย่อยกรดไฮยาลูโรนิกด้วยเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส หยุดได้โดยการ
เติม โพแทสเซียมเตตระบอเรต และให้ความร้อน จากนั้นใส่ reagent colour.ที่ประกอบด้วย         
ไดเมททิลอะมิโนเบนซอลดีไฮด์ กรดไฮโดรคลอริก และกรดน้ าส้ม จากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37    
องศาเซลเซียส ซึ่งจะเกิดสีแดงขึ้นโดยความเข้มของสีแสดงถึงปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่ย่อยได้จาก     
กรดไฮยาลูโรนิกตรวจสอบความเข้มสีได้โดยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)  
 
2.8 ปัจจัยท่ีมีผลต่อกำรหมักโดยเชื้อจุลินทรีย ์
 การผลิตเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสโดยเชื อจุลินทรีย์ สามารถท าการปรับปรุงกระบวนการผลิตให้
ดีขึ้นได้ โดยแปรเปลี่ยนปัจจัยต่างๆ ดังนี้ คือ 

2.8.1 ชนิดและสำยพันธุ์ของเชื้อท่ีใช้ในกระบวนกำรหมัก 
การคัดเลือกเชื้อส าหรับการผลิตเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส มีคุณสมบัติต่างๆที่ส าคัญหลาย

ประการ เช่น มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์ในปริมาณสูง มีความเสถียรของสายพันธุ์             
ไม่ก่อให้เกิดโรคในสิ่งมีชีวิต และไม่ผลิตสารอ่ืนที่จะมีผลข้างเคียงที่ก่ออันตรายในการน าไปใช้         
โดยสามารถใช้แหล่งคาร์บอน และแหล่งอาหารอ่ืน ๆ ได้หลายชนิด ท าการเก็บรักษาเชื้อได้ง่าย และ
สามารถทนต่อการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดล้อมต่างๆ ได้ดี 

2.8.2 สภำวะท่ีเหมำะสมในกำรผลิตเอนไซม์ไฮยำลูโรนิเดสของเชื้อจุลินทรีย์ 
2.8.2.1 แหล่งคำร์บอน 

 จุลินทรีย์ในกลุ่ม Streptococcus จัดอยู่ในกลุ่ม Lactic acid bacteria จึงสามารถใช้แหล่ง
คาร์บอนได้หลายชนิด เพ่ือใช้เป็นแหล่งพลังงานของเซลล์ โดยแหล่งคาร์บอนที่นิยมใช้คือ กลูโคส 
ซูโครส กาแลคโตส และฟรุคโตส (Akasaka และคณะ, 1989) 

2.8.2.2 แหล่งไนโตรเจน 
 จุลินทรีย์ในกลุ่มนี้สามารถใช้แหล่งไนโตรเจนได้หลายชนิด เช่น สารสกัดจากยีสต์ เปปโตน 
ทริปโตน แอมโมเนียมซิเตรท ยูเรีย กลูตามีน เป็นต้น โดยต้องควบคุมชนิด และปริมาณไนโตรเจนให้
เพียงพอส าหรับความต้องการของเชื้อแต่ละสายพันธุ์ (Park และคณะ, 1996)  

2.8.2.3 ฟอสเฟต 
ฟอสเฟตมีความส าคัญในกระบวนการสร้างพลังงานของเซลล์ แหล่งฟอสเฟตที่ใช้ใน

กระบวนการหมักของเชื้อจุลินทรีย์จะอยู่ในรูปของเกลือชนิดต่างๆ เช่น โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
ไฮโดรเจนฟอสเฟต และไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต เป็นต้น 
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2.8.2.4 แร่ธำตุต่ำงๆ 
แร่ธาตุชนิดต่างๆ มีผลต่อการท างานของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการเจริญ และการสร้าง

เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส โดยเฉพาะอย่างยิ่งธาตุโลหะหมุ่ 2 เช่น Mn2+ และ Mg2+.จะช่วยในการท างาน
ของเอนไซม์ hyaluronic acid synthase ให้มีความเสถียรเพราะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการจับของ
เอนไซม์กับสารตั้งต้น เช่นจากงานวิจัยของ (จุรารักษ์, 2540) ท าการเลี้ยงเชื้อ Streptococcus 
zooepidemicus ATCC 35246 โดยการปรับสูตรอาหารด้วยการเพ่ิมปริมาณแอมโมเนียมซัลเฟต 
พบว่า เชื้อให้ผลผลิตสูงขึ้นที่ความเข้มข้น 543 มิลลิกรัมต่อลิตร  

2.8.2.5 ค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง 
ค่าความเป็นกรด-ด่างเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีความส าคัญต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ และเป็น

สภาวะที่ต้องมีการควบคุมเพ่ือให้เซลล์สามารถผลิตผลิตภัณฑ์ได้ปริมาณมาก เนื่องจากเชื้อจุลินทรีย์ใน
กลุ่ม Streptococcus จะพบได้ในเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิต เจริญเติบโตได้ดีที่ค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น
กลาง และเนื่องด้วยมีการผลิตกรดและปล่อยออกสู่อาหาร จึงต้องเติมสารที่เป็นด่างเพ่ือปรับค่าความ-
เป็นกรด-ด่างให้อยู่ในช่วงที่เหมาะสมเสมอ จากการศึกษาวิจัยของ (Mclennan,.1956) พบว่า 
เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสของเชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่ม Streptococcus จะมีช่วง pH ที่เหมาะสมในการ
เจริญเติบโตอยู่ที่ประมาณ pH 6  

2.8.2.6 อุณหภูมิและระยะเวลำในกำรหมัก 
การเจริญเติบโตของเซลล์มีความจ าเป็นในการควบคุมอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญของ

เชื้อจุลินทรีย์ในกลุ่ม Streptococcus หรือเชื้อจุลินทรีย์ทั่วไป จะอยู่ในช่วง 30 ถึง 40 องศาเซลเซียส 
จากรายงานพบว่า ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นช่วงอุณหภูมิที่ส่งผลให้ปริมาณการผลิตสูงที่สุด  
(Gou และคณะ, 2009)  

2.8.2.7 ค่ำ ionic strength 
ค่า ionic strength เป็นปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่อการท างานของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส มีรายงาน

ไว้ว่า พฤติกรรมของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่อยู่ภายใต้ค่า ionic strength ต่ า ส่งผลท าให้เอนไซม์    
ไฮยาลูโรนิเดสมีอัตราการเกิดปฏิกิริยาที่เร็วขึ้น 
 2.8.2.8 สำร inducer และ inhibitor ชนิดต่ำงๆ 

สารเคมีหลายชนิดมีผลต่อโครงสร้างของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส โดยมีผลในการกระตุ้น  และ
ยับยั้งการย่อยสลายกรดไฮยาลูโรนิก เช่น sodium azide, sodium fluoride, phosphorylated 
hesperidin และ rehibin (non-specific inhibitors) (Humphrey และJaques, 1953) อีกทั้งยังมี
รายงานไว้ว่า สามารถใช้วิตามินซี เพ่ือเป็น inhibitor ได้อีกด้วย (Li และคณะ, 2001) และมีการน า 
1,3-diacety-enzimidazole-2-thione และโมเลกุลที่เกี่ยวข้องมาใช้ส าหรับเป็น inhibitor อีกด้วย 
(Rigden และคณะ, 2006)   
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2.8.2.9 อำกำศ  
จุลินทรีย์ในกลุ่ม Streptococcus เป็นเชื้อจุลินทรีย์ชนิดที่ไม่ใช้อากาศในการเจริญเติบโต   

แต่เมื่อพิจารณางานวิจัยของ (Nimrod และคณะ, 1988) พบว่าเชื้อสามารถผลิตกรดไฮยาลูโรนิก และ 
เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส โดยการให้ออกซิเจนระหว่างการหมัก ส่งผลให้ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิกต่ ากว่า
กรณีไม่มีอากาศประมาณ 2-3 กรัมต่อลิตร แต่ส่งผลดีในด้านขนาดโมเลกุลของกรดไฮยาลูโรนิกที่ผลิต
ได้โดยกรณีมีอากาศขนาดโมเลกุลต่ ากว่ากรณีไม่มีอากาศประมาณ 0.7x 106 กิโลดาลตัน แต่เมื่อ
พิจารณางานวิจัยชอง (Johns และคณะ, 1994) พบว่าอัตราการให้อากาศ สามารถเพ่ิมความเข้มข้น       
กรดไฮยาลูโรนิกได้เพราะว่า เมื่อมีออกซิเจนกระบวนการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก จะสามารถเปลี่ยน   
ไพรูเวทเป็น อะซิเตท มากกว่าแลคเตท และยังส่งผลต่อการสร้างแคปซูลป้องกันเซลล์เพ่ิมมากข้ึน 

2.8.2.10 อัตรำกำรเขย่ำ  
การเขย่าระหว่างการหมัก เชื้ อจุลินทรีย์ ในกลุ่ ม .Streptococcus เ พ่ือผลิต เอนไซม์            

ไฮยาลูโรนิเดส นอกจากจะท าให้อาหาร และจุลินทรีย์เข้ากันได้ดีแล้ว ยังพบว่าเมื่อเพ่ิมอัตราการเขย่า 
จาก 300 รอบต่อนาที เป็นที่ 600 รอบต่อนาที สามารถเพ่ิมปริมาณเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสเพ่ิมขึ้นอีก
ด้วย  

2.9 ปัจจัยท่ีมีกิจกรรมของเอนไซม์ 
2.9.1 ผลของอุณหภูมิ 
เอนไซม์เป็นโปรตีนที่มีโครงสร้างซับซ้อนสามารถเร่งอัตราการเกิดปฏิกิริยาได้เมื่อหมู่อัลคิล

ของกรดอะมิโนบนจุดว่องไวของเอนไซม์เข้าจับกับสับสเตรทด้วยพันธะโควาเลนต์อย่างเหมาะสม โดย
การเพ่ิมอุณหภูมิในปฏิกิริยาท าให้อัตราเร็วของปฏิกิริยาเพ่ิมมากขึ้นเนื่องจาก การเพ่ิมอุณหภูมิส่งผล
ให้พลังงานสะสมมากพอในการเปลี่ยนสภาพเป็นผลิตภัณฑ์ได้อย่างรวดเร็ว แต่การเร่งอัตราการ
เกิดปฏิกิริยาก็มีขีดจ ากัดเนื่องด้วยเอนไซม์เกาะกับสับสเตรทด้วยพันธะโควาเลนต์เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิ
จนถึงจุดๆหนึ่งซึ่งส่งผลให้เกิดค่า optimum temperature พันธะโควาเลนต์ซึ่งเป็นพันธะอ่อน จึงเริ่ม
หลุดจากกันเมื่ออุณหภูมิเพ่ิมมากขึ้นจึงท าให้เอนไซม์เสียสภาพไป ดังนั้นค่าอัตราการเกิดปฏิกิริยาจึง
ค่อยๆลดลง (พัชรี, 2541) 

2.9.2 ผลของค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง 
 การเร่งการเกิดปฏิกิริยาด้วยเอนไซม์จะท างานได้ดีในช่วงค่าความเป็นกรด -ด่างช่วงหนึ่ง
เท่านั้น เนื่องด้วยหมู่อัลคิลของกรดอะมิโนบนจุดว่องไวของเอนไซม์สามารถแตกตัวได้ดีที่สุดซึ่ง  
Michaelis-Menten (พัชรี, 2541) ได้น าเสนอแบบจ าลองทางจลนพลศาสตร์เกี่ยวกับผลของค่าความ
เป็นกรด-ด่างต่อการเกิดปฏิกิริยาโดยก าหนดว่าเอนไซม์เป็นกรดประเภท dibasic acid ,H2E ซึ่ง
สามารถจับกับสับสเตรทเป็นสารประกอบเชิงซ้อนเอนไซม์สับสเตรท แสดงกลไก ดังภาพที่ 2.4    
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พบว่า การเข้าจับกับโปรตอนของ HE- และการเข้าจับของ HE- กับ S โปรตอนของทั้งสองแบบจะท า
หน้าที่เป็นตัวยังยั้งแบบแข่งขัน โดยการเติม E2- จะจับกับ S ท าให้เกิด HE-  ดังนั้นโปรตอนจะท า
หน้าที่เป็นตัวกระตุ้นของ E2- แต่ OH- จะท าหน้าที่เปลี่ยน HE ซึ่งสามารถจับกับ S ไปเป็น E2-          
ที่ไมส่ามารถจับกับ S ได้ 
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(ข) 
 
ภำพที่ 2.4  (ก) อิทธิพลที่มีผลต่อค่าความเป็นกรดด่างต่อหมู่ที่แตกตัวได้ของเอนไซม์  

    (ข) แสดงอิทธิพลของค่าความเป็นกรดด่างต่ออัตราส่วน [HE-]/[Et} ตามสมการของ   
        Henderson-Hasselbach ที่ว่า  pH = pKa + log [A-]/[HA] (พัชรี, 2541) 
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2.10.จลนพลศำสตร์ของเอนไซม์ 

เอนไซม์เป็นโปรตีนชนิดหนึ่งค้นพบโดยการหมักน้ าตาล ท าหน้าที่เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาซึ่งท าให้
อัตราเร็วของปฏิกิริยาเพ่ิมขึ้นถึง 108-1014เท่าโดยในปี คศ.1894 ออสวอลด์ให้ค าจ ากัดความว่า
เอนไซม์คือตัวเร่งปฏิกิริยาที่ท าให้อัตราเร็วของปฏิกิริยาเพ่ิมข้ึนและเมื่อปฏิกิริยาสิ้นสุดแล้วตัวเร่งจะไม่
มีการเปลี่ยนแปลงทางเคมีเกิดขึ้น ท าให้สามารถท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาได้ซ้ าแล้วซ้ าอีก โดยเอนไซม์จะ
มีความจ าเพาะในการเร่งของบริเวณแอคทีฟ โดยท าปฏิกิริยากับสับสเตรท (substrate) ด้วยแรง
ไฮโดรโฟบิกหรือแรงดึงดูดระหว่างประจุหรือแรงระหว่างขั้ว เกิดเป็นสารตัวกลางเชิงซ้อนเอนไซม์ -
สับสเตรท ด้วยเหตุนี้เอนไซม์จึงมีความส าคัญในการควบคุมอัตราเร็วให้เกิดอย่างเป็นระเบียบซึ่งยัง
ขึ้นกับปัจจัยอ่ืนๆอีกเช่น อุณหภูมิ ความดัน และความเข้มข้น ดังนั้น จลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ 
หมายถึง การศึกษาเกี่ยวกับความเร็วของปฏิกิริยารวมทั้งกลไกการท างานของเอนไซม์ซึ่งเมื่อพิจารณา
การเกิดปฏิกิริยา พบว่า อัตราเร็วของปฏิกิริยาขึ้นกับความเข้มข้นของตัวท าปฏิกิริยาตามสมการเมื่อ   
A         B   ดังนั้น อัตราเร็ว  [A]x โดย x คือ อันดับของปฏิกิริยา ซึ่งสามารถแบ่งปฏิกิริยาประเภท
ต่างๆ ดังนี้ 

2.10.1 ปฏิกิริยำอันดับต่ำงๆ 
2.10.1.1. ปฏิกิริยำอันดับที่ศูนย์ (Zero-Order Reaction) 

       ปฏิกิริยาอันดับที่ศูนย์ เป็นปฏิกิริยาที่อัตราเร็วของปฏิกิริยาไม่ขึ้นกับความเข้มข้นของตัวท า
ปฏิกิริยาเมื่อพิจารณาจากสามการและภาพที่ 2.5 พบว่า อัตราเร็วคงที่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงตาม  
ความเข้มข้นของสารตั้งต้น A ที่เพ่ิมข้ึน โดย  
 

อัตราเร็ว =     
    

    
 = k’[A]o[B]o                         

 
                                                                      [A] = [A]o - kt 
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ภำพที ่2.5 ความสัมพันธ์ระหว่างอัตราเร็วกับความเข้มข้นของตัวท าปฏิกิริยาในปฏิกิริยาอันดับที่ 0 
 

2.10.1.2 ปฏิกิริยำอันดับที่หนึ่ง (First-Order Reaction) 
 ปฏิกิริยาอันดับที่หนึ่ง เป็นปฏิกิริยาที่อัตราเร็วของปฏิกิริยาขึ้นกับความเข้มข้นของตัวท า
ปฏิกิริยาเมื่อพิจารณาจากสามการและภาพที่ 2.6 พบว่า อัตราเร็วคงที่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงตาม  
ความเข้มข้นของสารตั้งต้น A ที่เพ่ิมข้ึน โดย  
 

       อัตรำเร็ว  =     
    

    
 = k’[A][B]o                       

 
[A] = [A]0e-kt 
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ภำพที่ 2.6 การสลายตัวของสาร A แบบ exponential ที่เวลาต่างๆ ของปฏิกิริยาจลนพลศาสตร์
อันดับที่ 1 
 

2.10.1.3. ปฏิกิริยำอันดับที่สอง (Second-Order Reaction) 
 ปฏิกิริยาอันดับที่สองมีรูปแบบสมการและการเปลี่ยนแปลงในรูปกราฟดังนี้      
 

            อัตราเร็ว =      

   
  

     

    
   =  k[A]2          

 
 

    
  =  2kt +   
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ภำพที ่2.7 ความสัมพันธ์ระหว่างเวลากับหนึ่งส่วนความเข้มข้นของตัวท าปฏิกิริยา ในปฏิกิริยา   
อันดับที่ 2 
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2.10.2.กำรศึกษำอิทธิพลของเอนไซม์โดยกำรเขียนกรำฟจำกข้อมูลทำงจลนพลศำสตร์  
 ค่าทางจลนพลศาสตร์สามารถประมาณค่าความเข้มข้นของสับสเตรท และทิศทางของ
ปฏิกิริยาภายในเซลล์ได้ และยังน าข้อมูลไปพิจารณาการท างานของเอนไซม์ในสิ่งมีชีวิต โดยสามารถ
ศึกษาได้หลายวิธีโดยการเขียนกราฟความสัมพันธ์ ซึ่งแรกเริ่มปี ค.ศ. 1902 บราวน์ (Brown, A.J.)   
ท าการพิจารณาโดยปฏิกิริยาย่อยสลายซูโครสด้วยอินเวอร์เทส ภาพที่ 2.8 

 
       ซูโครส           กลูโคส            ฟรุกโทส 

ภำพที ่2.8 ปฏิกิริยาการย่อยสลายซูโครสด้วยอินเวอร์เทส (อิสลาห์, 2551) 

โดยพิจารณาปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นได้สองลักษณะคือ  
1.ปฏิกิริยาลักษณะที่ 1 

ท าการวัดความเร็วเริ่มต้นของปฏิกิริยาในการเกิดผลิตภัณฑ์ต่อหน่วยเวลา ตามภาพที่ 2.9 (ก) และ
จากการสังเกตการณ์เปลี่ยนแปลงระหว่างความเร็วเริ่มต้นและปริมาณเอนไซม์ ดังภาพที่ 2.9 (ข) เมื่อ
เปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของเอนไซม์ แต่ปริมาณสับสเตรตเริ่มต้นเท่ากันทุกการทดลอง.พบว่า
ความเร็วเริ่มต้นเพิ่มขึ้นอย่างสม่ าเสมอ แต่ระยะหลังความเร็วในการเกิดผลิตภัณฑ์จะค่อยๆลดลง   

 
(ก)           (ข) 

 
ภำพที่ 2.9 ความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วเริ่มต้นและปริมาณเอนไซม์ 

          (ก) ความก้าวหน้าของปฏิกิริยาและเวลาที่ปริมาณเอนไซม์ต่าง ๆ 
                           (ข) ความเร็วเริ่มต้นและปริมาณเอนไซม์ (พัชรา, 2541) 
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2.ปฏิกิริยาลักษณะที่ 2 
ท าการวัดความเร็วเริ่มต้นของปฏิกิริยาและความเข้มข้นของสับสเตรท ([S]) ดังภาพที่ 2.10 โดย
ก าหนดให้เอนไซม์คงที่ แต่เปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของสับสเตรท จะได้เส้นโค้งการอ่ิมตัวของ
สับสเตรต 
 

 

ภำพที่ 2.10 ความสัมพันธ์ระหว่างความเร็วของเอนไซม์ และความเข้มข้นของสับสเตรท 
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2.10.3.กำรสร้ำงสมกำร และกรำฟทำงจลนพลศำสตร์ 

2.10.3.1.สมกำร Michaelis-Menten   
แบบจ าลองของกลไกการท างานของเอนไซม์ที่เสนอโดย Michaelis-Menten สามารถ

อธิบายได้ทั้งปฏิกิริยาเอนไซม์ที่มีสับสเตรทตัวเดียว และปฏิกิริยาที่มีสับสเตรทสองตัว ซึ่งสมการ 
Michaelis-Menten ถูกน ามาใช้วิเคราะห์จลนพลศาสตร์ของปฏิกิริยาแทบทุกชนิด เขียนแสดงได้ดังนี้  

 

   E + S                  ES       E+P                          

 

ก าหนดให้ 

[E]           = ความเข้มข้นของเอนไซม์ 

[E0]         = ความเข้มข้นของเอนไซม์ทั้งหมด (ผลรวมความเข้มข้นของเอนไซม์ และ ความ 
      เขม้ข้นของเอนไซม์ที่จับกับสับสเตรท) 

[S]           = ความเข้มข้นของสับสเตรท 

[ES]         = ความเขม้ข้นของเอนไซม์ที่จับกับสับสเตรท 
[P]           = ความเข้มข้นของผลิตภัณฑ์ 
[E0] - [ES]   = ความเข้มข้นของเอนไซม์ 

 
จะเรียกสมการนี้ว่า rate-limiting step เนื่องด้วย ความเร็วของปฏิกิริยาทั้งหมดขึ้นกับความเข้มข้น
ของสับสเตรท โดยปฏิกิริยาของ Michaelis-Menten สามารถแบ่งได้ 2 ระยะ  
 

2.10.3.1.ก .ปฏิกิริยำ Zero order kinetics, [S] ≥ 100Km  
          ปฏิกิริยา Zero order kinetics เกิดขึ้นได้เมื่อความเข้มข้นไม่ขึ้นกับความเข้มข้นของ       
สับสเตรท โดยถ้าเอนไซม์ทั้งหมดอยู่ในรูป [ES] ความเร็วของปฏิกิริยาก็จะสูงสุด (maximum 
velocity, Vmax) และ ถ้าสมการ อยู่ในรูป   

 E + S                   ES        

 
จากสมการ Michaelis- Menten       

   V =        

      
           

k -1 

k 1 k 2 

k 1 

k -1 
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เมื่อ [S] > 20Km         

          V = 
       

   
  =  V max [S]0 

พบว่าเป็น zero order kinetics เมื่อ      

                                 V    [S]0 

2.10.3.1.ข .ปฏิกิริยำ first order kinetics, [S] ≤ 0.01Km 
 ปฏิกิริยา first order kinetics เกิดข้ึนได้เม่ือความเข้มข้นของสับสเตรทต่ าๆ  
จากสมการ Michaelis- Menten   

            V  = 
       

      
 

 
เมื่อ [S] < 0.05Km          

         V =         

         
  =         

  
 

 
พบว่าเป็น first order kinetics เมื่อ   

  V    [S] 

เมื่อพิจารณาปฏิกิริยาของ Michaelis-Menten ทั้ง 2 ระยะ จะได้ตัวแปรที่ส าคัญ 2 ประเภท
คือ Vmax (ความเร็วปฏิกิริยาสูงสุด) และค่า Km (Michaelis-Menten constant) ซึ่งเป็นค่าคงที่

ส าหรับเอนไซม์แต่ละชนิด โดยก าหนดให้ Km มี ค่าเท่ากับ      

 
 ความเข้มข้นของสับสเตรทที่ท า

ให้ความเร็วของปฏิกิริยาเป็นครึ่งหนึ่งของความเร็วสูงสุด แสดงดังภาพที ่2.10  

2.10.3.2. Lineweaver-Burk plot 
การสร้างกราฟแบบ Lineweaver-Burk plot ประยุกต์จากสมการ ของสมการอันดับหนึ่ง

ของ Michaelis-Menten โดยกลับรูปสมการให้อยู่ในรูปเศษส่วน เพ่ือเขียนในรูปสมการเส้นตรง        
y = mx + c   จากสมการ Michaelis- Menten     

 

           =            

      
             

 

                                         
 

 
     =            
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หรือ                          

      
 
      =         

    
 

 

   
 +

 

    
 

 

เมื่อเขียนกราฟระหว่าง   
 
 และ   

   
  จะได้จุดตัดแกน y เท่ากับ  

    
 และความชันเท่ากับ   

    
   

นอกจากนั้นยังสามารถจุดตัดในแกน  

   
 ยังมีค่าเท่ากับ   

  
 เนื่องด้วย เมื่อ 

 

 
 เท่ากับ 0 จะท าให้ 

 
  

    
  

 

   
  มีค่าเท่ากับ   

    
  ดังนั้น  

   
 =   

  
  แสดงดังภาพที่ 2.11 

 
 

 

ภำพที่ 2.11 ความสัมพันธ์ ระหว่าง 1/V และ1/S ของกราฟ Lineweaver-Burk plot 

 
 
 

y = 19.202x + 32.52 
R² = 0.93 
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2.11 งำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

Pierece และWhite (1954) ได้ท าการศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต
ซึ่งเป็นแหล่งคาร์บอนระหว่างกลูโคส และแลคโตส ใน S. pyogenes strain S23 พบว่ากรด         
ไฮยาลูโรนิกเกิดขึ้นปริมาณสูงเมื่อใช้น้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนอีกทั้งยังไม่พบการสร้าง 
เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส แต่เมื่อใช้น้ าตาลแลคโตสเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อส่งผลให้การเจริญเติบโตช้า      
อีกท้ังยังพบไฮยาลูโรนิเดสปนเปื้อนในไฮยาลูโรนิกที่ผลิตได้ 

Warren และGray (1959) ได้ท าการศึกษาอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต
ของเชื้อประกอบไปด้วย กลูโคส โรโบฟลาวิน ไฮโดรคลอไรด์ แมกนีเซียมซัลเฟต ไพริดอกซิน เคซีน
ไฮโดรไลเซท โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต จากการวิจัยพบว่า ที่เวลาการบ่มที่ 18 ชั่วโมงพบ
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก สูงสุดคือ 225 มิลลิกรัมต่อลิตร แล้วลดลงจนที่ 64 ชั่วโมง โดยเมื่อพิจารณา
พบว่าระหว่างเชื้อเจริญในช่วง log-phase วัดค่าน้ าหนักโมเลกุลมีค่าเท่ากับ 7.3 x 105 และเมื่อเวลา
ผ่านไป 24 ชั่วโมงน้ าหนักโมเลกุลมีค่าเท่ากับ 2.6 X 101.ซึ่งแสดงว่าวิเคราะห์ไม่พบปริมาณ         
กรดไอยาลูโรนิกเนื่องด้วยการย่อยสลายกรดไฮยาลูโรนิกจาก เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส ซึ่งเมื่อ
ผู้ท าการวิจัยปรับปรุงสูตรอาหาร โดยการเติมกรดอัลจินิกซัลเฟต พบว่าสารมารถผลิตกรดไฮยาลูโรนิก
ได้สูงสุดถึง 400 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่เวลาในการบ่ม 18 ชั่วโมง และปริมาณคงที่ตลอดการทดลอง 
เนื่องด้วย กรดอัลจินิกซัลเฟตส่งผลในการยับยั้งการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส 

Akasaka และคณะ (1989) ได้ท าการศึกษาการเลี้ยงเชื้อ S. zooepidemicus NH131 ใน
ภาวะที่มีอากาศ พบว่าเชื้อเจริญได้ดีในช่วงเวลา 5-7 ชั่วโมง และช่วงค่าความเป็นกรด-ด่างในช่วง 6.8 
ถึง 7.5 ซึ่งเมื่อพิจารณางานวิจัยของ (John และคณะ, 1994) พบว่าอัตราการให้อากาศช่วยเพ่ิม
ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก เนื่องด้วยออกซิเจนช่วยเปลี่ยนไพรูเวตไปเป็นอะซิเตทได้มากกว่าแลคเตท 
อีกท้ังยังส่งผลในการสร้างแคปซูลซึ่งช่วยป้องกันพิษที่เกิดขึ้นการออกซิเจน 

Hynes และคณะ (1989) ได้ท าการศึกษาการโคลนยีนจาก Streptococcus pyogenes 
bacteriophage H4489A โดยท าการเก็บ bacteriophage ที่ได้จากการปั่นเหวี่ยง และแยกดีเอ็นเอ
ด้วยฟีนอลเพ่ือใช้ในการแยกโปรตีนของ bacteriophage ซึ่ง bacteriophage DNA ที่ได้จะมีขนาด
ประมาณ 32 คู่เบส จากนั้นท าการย่อย bacteriophage DNA ด้วย restriction endonuclease 
ThaI แล้วท าการ ligation เข้าสู่เซลล์ของ E. coli และ transformed ยีนของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส
เข้าสู่พลาสมิดเวคเตอร์ pUC8 ที่ตัดด้วย SmaI จากผล-การทดลอง พบว่า พลาสมิด hylP ที่ผ่านการ
ปรับปรุงสายพันธุ์มีขนาดประมาณ 3,000 คู่เบส จากนั้นใช้ restriction enzyme คือ BamHI และ 
EcoRI ในการตัดเอนไซม์ แล้วโคลนยีนเข้าสู่  pUC9 พบว่าหลังจากโคลนยีนเข้าไปแล้ว มีการ
แสดงออกของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่มีขนาดประมาณ 2,000 คู่เบส 
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 Farrell และคณะ (1995) ได้ท าการศึกษาการปรับปรุงสายพันธุ์ยีนเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส 
และท าการตรวจสอบการเรียงตัวของล าดับนิวคลีโอไทด์ รวมทั้งการแสดงออกของเอนไซม์             
ไฮยาลูโรนิเดส ที่ได้จาก Streptococcus  aureus ผลการวิจัยพบว่า สามารถท าการโคลนยีนได้
ส าเร็จ โดยมีการแสดงออกของโปรตีนใน E. coli ที่ผ่านการปรับปรุงสายพันธุ์มีน้ าหนักโมเลกุล
ประมาณ 94 kDa และเมื่อท าการเปรียบเทียบการเรียงตัวของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่ผลิตได้จาก 
Streptococcus   aureus กับเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่ผลิตได้จากเชื้อจุลินทรีย์ Streptococcus 
กลุ่ม B และจากเชื้อจุลินทรีย์กลุ่ม Pneumococcal พบว่า มีความเหมือนกันประมาณ 35 และ36 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดับ  

Kumari และWeigel (1997 ) ได้ท าการศึกษาเการแยกยีนของ เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส จาก 
Streptococcus equisimilis กลุ่ม D ซึ่งเป็นเชื้อจุลินทรีย์สายพันธุ์ที่สร้างแคปซูลใน ปริมาณมาก 
และมีกรดไฮยาลูโรนิกเป็นองค์ประกอบหลักของแคปซูลน ามาถอดรหัสเป็นโปรตีน ให้ชื่อว่า seHAS มี
ความยาว 417 กรดอะมิโน และน้ าหนักโมเลกุลที่ค านวณได้เท่ากับ 47,778 โดยเมื่อท าการศึกษาการ 
แสดงออกของยีน seHAS ใน E. coli พบว่าสามารถสร้างเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส อีกทั้งสามารถ
สังเคราะห์กรดไฮยาลูโรนิกที่มีขนาดใหญ่ได้ ถ้ามีสารตั้งต้นคือ UDP-N-acetyl-glucosamine กับ 
UDP-glucoronic acid  

Cameron และคณะ (1998) ได้ท าการศึกษากลไกการสังเคราะห์แคปซูลกรดไฮยาลูโรนิกก
ของเชื้อสเตรปโตคอคคัสกลุ่ม A โดยท าการหยุดปฏิกิริยาของยีน hasC ส าหรับสร้าง UDP-glucose 
pyrophosphorylase ในเชื้อสเตรปโตคอคคัสกลุ่ม A ที่สร้างแคปซูลในปริมาณมากสายพันธุ์ดั้งเดิม
พบว่า ไม่มีผลต่อการสังเคราะห์แคปซูล ซึ่งแสดงให้เห็นว่ายีน has C ไม่จ าเป็นส าหรับการสังเคราะห์
กรดไฮยาลูโรนิก 
 DeAngelis และคณะ (1998) ได้ท าการศึกษาการแยกยีน เอนไซม์จากเชื้อจุลินทรีย์ 
Pasteurella multocida Type A แทรกเข้าไปในเชื้อจุลินทรีย์ E. coli K5 จากการทดลองพบว่า  
E.coli เป็นเซลล์เจ้าบ้านที่ เหมาะสมในการผลิตกรดไฮยาลูโรนิก เนื่องจากเป็นสายพันธุ์ที่สามารถ
ผลิต UDP-Glucuronic acid ที่เปน็สารตั้งต้นที่จ าเป็นส าหรับการสังเคราะห์กรดไฮยาลูโรนิกได้ ซึ่งไม่
สามารถพบได้ใน  E. coli สายพันธุ์ทั่วไปในห้องปฏิบัติการ นอกจากนี้ เมื่อศึกษาการแสดงออกของ
ยีนเปรียบเทียบกันระหว่าง E. coli K5 กับ E. coli EV5 ซึ่งมีกลไกการควบคุมการขนส่ง capsular 
polysaccharide ทั่วไปเหมือนกันหมด แต่ E. coli EV5 ไม่มีเอนไซม์ UDP-Glucose 
dehydrogenase ที่ใช้ในการ สังเคราะห์ UDP-Glucuronic acid ผลปรากฏว่า E. coli EV5         
ไม่สามารถผลิตกรดไฮยาลูโรนิกได้ถึงแม้ว่าจะมียีนที่ผลิต hyaluronan synthase  
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 Jedrzejas และคณะ (1998) ได้ท าการศึกษาการแสดงออก และท าให้บริสุทธิ์ของเอนไซม์      
ไฮยาลูโรนิเดสที่ได้จาก S. pneumonia ที่ได้ท าการโคลนเข้าไปใน E. coli พบว่า เอนไซม์             
ไฮยาลูโรนิเดส สามารถแสดงออกใน E. coli โดยใช้ T7 promoter เป็นตัวชักน าให้เกิดการแสดงออก 
โดยเชื้อที่ผ่านการปรับปรุงสายพันธุ์สามารถท าให้บริสุทธิ์ได้ง่าย 

Muckenschnabel และคณะ (1998) ได้ท าการศึกษาเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม์    
ไฮยาลูโรนิเดสจาก พลาสมา จากผู้ป่วยโรคเนื้องอก และคนสุขภาพแข็งแรง ท าปฏิกิริยากับ        
กรดไฮยาลูนิกบริสุทธิ์สกัดจากหงอนไก่ ด้วยเทคนิค Morgan-Elson จากการทดลองโดยเปรียบเทียบ
กับเอนไซม์จาก bovine testicular มาตรฐาน พบว่าประสิทธิภาพของเอนไซม์มีมากในช่วงแรกของ
การท าปฏิกิริยา และมีค่ามากท่ีสุดที่ เวลาประมาณ 1-2 ชั่วโมง เมื่อพิจาณาค่าความเป็นกรด-ด่างของ
เอนไซม์ทั้ง 2 ชนิดจากพลาสมา ของผู้ป่วยโรคเนื้องอก และคนสุขภาพแข็งแรง พบว่าค่าความเป็น-
กรด-ด่าง ที่ส่งผลให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์มีค่าสูงสุดคือที่  3.9  
 Li และคณะ (2001) ได้ท าการศึกษาการน าวิตามินซีมาใช้เป็น inhibitor ของเอนไซม์       
ไฮยาลูโรนิเดสที่ได้จาก Streptococcus pneumoniae จากการทดลองพบว่า วิตามินซีสามารถ
ยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสต่อกรดไฮยาลูโรนิกได้ เนื่องจากวิตามินซีเป็น      
คาร์บอกซิลที่มีขั้วเป็นลบสูง จึงสามารถที่จะดึงเอาขั้วบวกของเอนไซม์ออกมาได้ ท าให้อัตราการ
เกิดปฏิกิริยาเกิดช้าขึ้น 

Oettl และคณะ (2003) ได้ศึกษาเปรียบเทียบกิจกรรมของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสจาก 
bovine testicular และจากเชื้อจุลินทรีย์ Streptococcus agalactiae stain 4755 เพ่ือน าไปใช้
ทดแทนกัน เนื่องจากมีปริมาณไม่เพียงพอ และเป็นที่ต้องการในวงการผลิตยา จากผลการทดลอง
พบว่า เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสจาก bovine testicular ที่ผ่านกระบวนการ gel filtration มีขนาด
โมเลกุลโปรตีนเท่ากับ 58 กิโลดาลตัน โดยเมื่อพิจาณาค่าความเป็นกรด-ด่างที่ส่งผลให้ค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์มีค่าสูงสุดคือ 3.6 ของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสจาก bovine testicular และ 6.2 ของ
เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสจากเชื้อจุลินทรีย์ Streptococcus agalactiae stain 4755 
 Takahashi และคณะ (2003) ได้ท าการศึกษาประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์          
ไฮยาลูโรนิเดส จาก human serum โดยวัดค่าการส่องผ่านแสงตามวิธี Morgan-Elson โดยใช้      
เตตระบอเรทเป็นสารละลายบัฟเฟอร์ และได้ผลสรุปว่า การวัดค่าการเรืองแสงของเอนไซม์            
ไฮยาลูโรนิเดสไม่จ าเป็นต้องใช้สารละลายที่จ าเพาะ และใช้เวลาไม่นาน แต่มีข้อจ ากัดคือ มีความไว
แสงสูง และจะมีความไวต่อแสงเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วเมื่อวัดเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่ได้จากสิ่งมีชีวิต 
โดยเมื่อพิจารณาจากผลการวิจัยพบว่าค่าความยาวคลื่นที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค        
Morgan-Elson คือที่ความยาวคลื่น 585 นาโนเมตร ค่ากรด-ด่างของสารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสม 
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คือ 3.9 อีกท้ังสามารถน าผลการทดลองไปวิเคราะห์ค่าทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ได้ คือ มีค่า Km 

เท่ากับ 0.114 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และVmax เท่ากับ 5.1 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร 
 Rigden และคณะ (2006) ศึกษาถึงการใช้ 1, 3-diacety2xYTenzimidazole-2-thione     
ที่มีหลากหลายโครงสร้าง มาเป็น inhibitor ของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส พบว่า 1,3-diacetyl 
Tenzimi-dazole-2-thione นั้นสามารถที่จะยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสต่อ         
กรดไฮยาลูโรนิกได้สูงสุด 

Asteriou และคณะ (2006) ได้ท าการศึกษาการยับยั้งและการเร่งปฏิกิริยาย่อยสลาย     
กรดไฮยาลูโรนิก ด้วยเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่ความเข้มข้นของสับเสตรทสูง และค่า ionic strength 
ต่ า โดยท าการทดลองท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 5 และอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยท าการวัด
ความเข้มสีของ N-acetyl-D-glucosamine ที่ผ่านการท าปฏิกิริยาให้เกิดสีโดยสีสามารถบ่งบอก
ปริมาณน้ าตาลที่เอนไซม์ย่อยได้ จากนั้นหาค่า ionic strength โดยก าหนดค่าความเข้มข้นของ
สับสเตรท กรดไฮยาลูโรนิก 0.15 โมลต่อลิตร แสดงผลการทดลองด้วย Michaelis-Menten จากนั้น
สังเกตผลจากการใช้ค่า ionic strength ต่ า พบว่า เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของกรดไฮยาลูโรนิก จะมีผล
ให้เ พ่ิมอัตราการเกิดปฏิกิริยาขึ้นด้วย และจะเพ่ิมขึ้นจนถึง จุดสูงสุด แล้วลดลงจนอัตราการ
เกิดปฏิกิริยาต่ าลงจนเกือบเป็นศูนย์ เมื่อความเข้มข้นของกรดไฮยาลูโรนิกลดลงหลังเกิดปฏิกิริยาแล้ว 
 Yang และคณะ (2007) ได้ท าการศึกษาการผลิตและท าให้เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสจาก E.coli  
ที่ผ่านการท าบริสุทธิ์ และน ามาตรึงเอนไซม์ด้วยวิธี immobilized metal affinity magnetite 
(IMAM) จากนั้นน าไปย่อยสลายกรดไฮยาลูโรนิก ที่มีน้ าหนักโมเลกุลสูง เพ่ือให้ได้โอลิโกไฮยาลูโรนิก 
ซึ่งผลที่ได้พบว่า กิจกรรมเอนไซม์ของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส จะลดลงประมาณ 10% ของกิจกรรม
เอนไซม์อิสระ แต่กิจกรรมเอนไซม์ที่ได้จากการท า IMAM นั้นลดลงเพียง 40% หลังจากท าปฏิกิริยาไป
แล้ว 3 ครั้ง และขนาดของโอลิโกไฮยาลูรอนิกที่ได้มีขนาดประมาณ 1660 ดาลตัน โดยการวัด          
โอลิโกไฮยาลูโรนิกที่ไม่อ่ิมตัวที่ OD 232 อย่างไรก็ตามมวลโมเลกุลของโอลิโกไฮยาลูโรนิกเฉลี่ย   
อาจจะหาได้จาก MALDI-TOF-MS ซึ่งมีค่าประมาณ 1400 ดาลตัน 

Guo.และคณะ.(2009) ได้ท าการศึกษาการโคลนยีน เอนไซม์ ไฮยาลู โ รนิ เดสจาก 
Streptococcus zooepidemicus ส่งเข้าไปสู่เซลล์ของE.coli JM 109 ด้วยเวคเตอร์ pBV220 จาก
ผลการวิจัยพบว่า สายดีเอ็นเอที่ปรับปรุงสายพันธุ์มีขนาด 2,700 คู่เบส ท าให้มีการผลิตเอนไซม์ที่มี 
specific activity ของสารละลายเอนไซม์มีขนาดโมเลกุลของโปรตีนประมาณขนาดประมาณ 96  
กิโลดาลตัน อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อกิจกรรมเอนไซม์เท่ากับ 37 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรด-ด่าง
ที่เหมาะสมต่อกิจกรรมเอนไซม์เท่ากับ 6 และมีกิจกรรมเอนไซม์ประมาณ 3,800 ยูนิตต่อมิลลิกรัม      
เมื่อท าการย่อยสลายกรดไฮยาลูโรนิก จะได้ผลิตภัณฑ์ คือ ไดแซคคาไรด์ 46 เปอร์เซ็นต์              
และกรดไฮยาลู โรนิกเตตระแซคคาไรด์ 31% ซึ่งกรดไฮยาลูโรนิกโอลิโกแซคคาไรด์ที่ผลิตได้           
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จะแยกได้ง่ายด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีที่ต่อเนื่องกันบน Bio-gel P6 และสามารถพิสูจน์ได้ด้วย 
HPLC-MS เนื่องจากเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่ถูกน าไปท าปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกับกรดไฮยาลูโรนิก 
เพ่ือให้กรดไฮยาลูโรนิก   มีความหนืดน้อยลง ท าให้มีคุณสมบัติในการแพร่เข้าสู่ผิวหนังได้ดีขึ้น จึงมี
การน ากรดไฮยาลูโรนิกที่ย่อยด้วยเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสไปใช้ประโยชน์ในทางการแพทย์เพ่ิมขึ้น เช่น 
ใช้ในยา เพ่ือเพ่ิมความเร็วในการแพร่ การน าส่งยา และการผ่าตัดนัยน์ตา รวมทั้งน าใช้ในการรักษา
โรค ทั้งนี้จะใช้เฉพาะเอนไซม์-ไฮยาลูโรนิเดสที่มีความบริสุทธิ์สูงมากเท่านั้น 

Long และคณะ (2009) ได้ท าการศึกษาอิทธิพลของการเพ่ิมปริมาณออกซิเจนระหว่างการ
หมัก และความเข้มข้นของไฮยาลูโรนิเดสต่อการย่อยกรดไฮยาลูโรนิก โดยกรดไฮยาลูโรนิกผลิตได้จาก
เชื้อจุลินทรีย์ Streptococcus zooepidemicus จากงานวิจัยท าการเพ่ิมปริมาณออกซิเจนระหว่าง
การหมัก ที่เวลา 8 ถึง16 ชั่วโมง และความเข้มข้มเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส (0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 
0.25 กรัมต่อลิตร) ผลการทดลองจากงานวิจัยพบว่า ปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก เพ่ิมจาก 5.0 กรัมต่อ
ลิตร เป็น 6 กรัมต่อลิตร เมื่อเพ่ิมปริมาณออกซิเจนในการหมัก และขนาดโมเลกุลกรดไฮยาลูโรนิก    
มีขนาดลดลงจาก 1,300 กิโลดาลตัน เป็น 21 กิโลดาลตัน เมื่อใช้ไฮยาลูโรนิเดสความเข้มข้น 0.25   
กรัมต่อลิตร แต่พบว่าเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสไม่ส่งผลต่อการเพ่ิมปริมาณกรดไฮยาลูโรนิก 

ในงานวิจัยนี้มุ่งเน้นที่จะท าการปรับปรุงสายพันธุ์เชื้อจุลินทรีย์ Streptococcus pyogenes 
ATCC 6550 เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต การท างานของเอนไซม์ และสามารถ
น าไปวิเคราะห์ค่าทางจลนพลศาสตร์ได้ โดยคัดเลือกสายพันธุ์ที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซม์     
ไฮยาลูโรนิเดส โดยมีความเสถึยรทางพันธุกรรม เพ่ือน าไปพัฒนาในการผลิตเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส    
ในระดับใหญ่ต่อไป 
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บทที่ 3 
อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์ และวิธีด ำเนินงำนวิจัย 

 
3.1 อุปกรณ์ 

3.1.1 เครื่องเขย่าผสม (vortex mixer) รุ่น U 320 บริษัท Biotec ประเทศเยอรมนี 
3.1.2 เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (incubator shaker) รุ่น Innova 4000 บริษัท New  

Brunswick Scientific Co., Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.1.3 เครื่องควบคุมปฏิกิริยาอัตโนมัติ PCR รุ่น EPPENDROF AG 22331 บริษัท Hamburg 

ประเทศเยอรมนี   
3.1.4 เครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้า รุ่น EC3000P บริษัท E-C APPARATUS Corporation 

ประเทศสหราชอาณาจักร 
3.1.5 เครื่องชั่ง 4 ต าแหนง รุน BA 210S SARTORIUS BASIC บริษัท SCIENTIFIC 

PROMOTION CO., LTD ประเทศเยอรมนี 
3.1.6 เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนขนาดเล็ก รุ่น CFM100 บริษัท IWAKI GLASS CO., LTD. 

ประเทศญี่ปุ่น   
3.1.7 เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) รุ่น Senesys ของบริษัท

Thermo Spectronic  ประเทศสหราชอาณาจักร 
3.1.8 เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) MP220 บริษัท Mettler Toledo ประเทศ- 

สวิตเซอแลนด์ 
  3.1.9 เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) รุ่น Kubota 5100 บริษัท Kubota Corporation

ประเทศญี่ปุ่น 
  3.1.10 เตาอบสุญญากาศ (Vacuum Oven) รุ่น VD 23 บริษัท Binder ประเทศ-

สหรัฐอเมริกา 
  3.1.11 ตู้เย็น –20 องศาเซลเซียส บริษัท SONGSERM INTERCOOL PUBLIC CO.,LTD.

ประเทศไทย 
  3.1.12 หม้อนึ่งฆ่าเชื้อโรคความดันไอน ้า (autoclave) รุ่น SS-325  บริษัท TOMY ประเทศ-

ญี่ปุ่น 
  3.1.13 อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ รุ่น XY-80 บริษัทTaitec ประเทศ ญี่ปุ่น  
  3.1.14 Vertical Laminar flow รุ่น VS-124 บริษัท ISSCO ประสหรัฐอเมริกา 
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3.2 เคมีภัณฑ์ 
          3.2.1    กรดซัลฟูริก บริษัท QRec ประเทศนิวซีแลนด์ 
          3.2.2    กรดไดไนโตรซาลิไซลิก บริษัท QRec ประเทศนิวซีแลนด์ 
          3.2.3    กรดน้ าส้ม บริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 
          3.2.4    กรดไฮโดรคลอริก บริษัท QRec ประเทศนิวซีแลนด์ 

3.2.5     กรดไฮยาลูโรนิก S.pyogenes บริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.2.6     กลูโคส-6-ฟอสเฟตไดโซเดียมซอลท์ บริษัท Fluka ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
3.2.7     คาร์บาโซล บริษัท Fluka ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
3.2.8     โคบอลต์ไดคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต บริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 
3.2.9     แคลเซียมคลอไรด์ บริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 
3.2.10   โซเดียมเตตระบอเรท บริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 
3.2.11   โซเดียมคลอไรด์ บริษัท Carlo Erba ประเทศอิตาลี 
3.2.12   โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต บริษัท Carlo Erba ประเทศอิตาลี 
3.2.13   โซเดียมไฮดรอกไซด์ บริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 
3.2.14   โซเดียมไพรูเวท บริษัท Sigma ประเทศจีน 
3.2.15   ซิงค์คลอไรด์ บริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 
3.2.16   ซิงค์ซัลไฟด์ บริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 
3.2.17   ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต บริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 
3.2.18   ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต บริษัท Ajax Chemical ประเทศเยอรมัน 
3.2.19   ไดเมททิลอะมิโนเบนซอลดีไฮด์ บริษัท Fluka ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
3.2.20   ทริปโทน บริษัท DIFCO LABORATORIES ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.2.21   ทริส-(ไฮดรอกซีเมทิล)-อะมิโนมีเทน บริษัท PROMEGA CORPORATION ประเทศ-

สหรัฐอเมริกา 
3.2.22   น้ าตาลเอ็นอะซิติวดีกลูโคซามีน บริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.2.23   โพแทสเซียมคลอไรด์ บริษัท Merck ประเทศเยอรมัน 
3.2.24   โพแทสเซียมเตตระบอเรต บริษัท Ajax Chemical ประเทศเยอรมัน 

          3.2.25   โพแทสเซียมฟอสเฟต บริษัท Ajax Chemical ประเทศเยอรมัน 
3.2.26   แมกนีเซียมคลอไรด์ บริษัท Fluka ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
3.2.27   แมกนีเซียมซัลเฟต บริษัท Fluka ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
3.2.28   แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต บริษัท Fluka ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
3.2.29   แมงกานีสซัลเฟตโมโนไฮเดรต บริษัท Mallinckrodt ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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3.2.30   แลกติกเคซีน บริษัท ไวท์กรุ๊ป ประเทศไทย 
3.2.31   ไลโซไซม์ บริษัท Sigma ประเทศสหรัฐอเมริกา 
3.2.32   สารสกัดจากยีสต์ บริษัท Himedia ประเทศอินเดีย 
3.2.33   อากาโรส บริษัท Promega corporation ประเทศสหรัฐอเมริกา  
3.2.34   ไอรอนซัลเฟต บริษัท Fluka ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
3.2.35   เอทานอล 95 % สรรพสามิต ประเทศไทย 
3.2.36   แอมพิซิลลิน องค์การเภสัชกรรม ประเทศไทย 
3.2.37   แอมโมเนียมคลอไรด์  บริษัท Fluka ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
3.2.38    Acrylamide บริษัท Fluka ประเทศสวิตเซอร์แลนด์ 
3.2.39    Agar บริษัท Himedia ประเทศอินเดีย 
3.2.40+.Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) บริษัท Amersham Pharma 

cia Biotech ประเทศสวีเดน   
3.2.41+.N,N,N’,N’-tetramethylethalene-diamine (TEMED) บริษัท Promega corpo- 

ation ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3.3 เชื้อจุลินทรีย ์
3.3.1 เชื้อจุลินทรีย์ Streptococcus pyogenes ATCC 6550 

        3.3.2 เชื้อจุลินทรีย์ Escherichia coli สายพันธุ์ JM109 
 3.3.3 เชื้อจุลินทรีย์ Escherichia coli สายพันธุ์ BL21 

3.4 พลำสมิดดีเอ็นเอ  pQE80-L Expression Vectors 

3.5 Primer ส ำหรับผลิตไฮยำลูโรนิเดส 
 3.5.1 Primer hyAf (GGT TAG GCT AGC GAT ACA GTG ACT TCA AAT TCA GAA 
AGAG) 
 3.5.2 Primer hyAr (ATC GTT GAG CTC CTA AAT CCT TAA GTC TTT CTT ACG 
AGAG) 

3.6 กำรโคลนยีนเพื่อผลิตเอนไซม์ไฮยำลูโรนิเดส (HYALs) 
จุลินทรีย์และพลาสมิดที่ใช้ในการศึกษาคือ Streptococcus pyogenes ATCC 6550 ส่วน

จุลินทรีย์ Escherichia coli JM109 ใช้เป็นเซลล์เจ้าบ้านส าหรับพลาสมิด pQE80-L vector 
(Invitrogen, USA) อาหารเลี้ยงเชื้อ Streptococcus pyogenes ได้แก่ SOC medium ส่วนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ E. coli คือ 2xYT medium 
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3.6.1 กำรโคลนยีนไฮยำลูโรนิเดส จำก Streptococcus pyogenes ATCC 6550 
(Fiszer, 1984) 

ท าการเพ่ิมปริมาณยีนของเชื้อ Streptococcus pyogenes ด้วยเทคนิค Polymerase 
chain reaction (PCR) (จริยา และคณะ, 2540) โดยน าดีเอ็นเอที่ได้มาท าการเพ่ิมปริมาณยีน โดย
ผสม 10x Buffer (100 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl 500 มิลลิโมลาร์ และKCl pH 8.3) ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร dNTP เข้มข้น 2.5 มิลลิโมลาร์ 4 มิลลิลิตร Taq DNA Polymerase (4 ยูนิตต่อไมโคร-         
โมลาร์) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และเติมคู่ไพรเมอร์ส าหรับสังเคราะห์ยีน ไพรเมอร์ hyAf และhyAr 
ด้วยความเข้มข้น 20 ไมโครโมลาร์ ชนิดละ 1 ไมโครลิตร จากนั้นเติมน้ าปริมาตร 39 ไมโครลิตร  
น าไปใส่เครื่อง Thermal cycler โดยตั้งโปรแกรมดังนี้ 
Initial PCR activation step เป็นเวลา 5 นาท ีที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 

 3 step cycling (number of cycle :35 cycles) 
Denaturation   เป็นเวลา 1 นาท ี  ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 

Annealing       เป็นเวลา 1 นาท ี  ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 

Extension       เป็นเวลา 1 นาท ี  ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 

          Extension       เป็นเวลา 5 นาท ี  ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 

เมื่อปฏิกิริยาสิ้นสุด ตรวจสอบขนาด และปริมาณของ PCR product ด้วยเทคนิค agarose  
gel electrophoresis โดยใช้ 0.8% agarose gel ใน 1x TAE buffer แล้วน ามาผ่านสนามไฟฟ้าที่
ความต่างศักย์ 100 โวลต์เป็นเวลา 25 นาที จากนั้นน า agarose gel มาย้อมด้วย ethidium 
bromide และน าไปดูแถบของดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel Documentation UV-transilluminator 
(Vilber) 
 

3.6.2 กำรน ำพลำสมิดลูกผสมเข้ำสู่เซลล์เชื้อจุลินทรีย์ JM 109 และBL 21 
ท าการน า PCR product จากข้อ 3.6.1 มาเชื่อมต่อ (ligate) กับ pQE80-L expression 

vector ที่ต าแหน่ง HindIII และ PstI (ภาพที่ 3.1) ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 18 ชั่วโมง 
และถ่ายโอนเข้า competent cell JM 109 โดยวิธี Calcium Chloride ผสมพลาสมิดสายผสม        
ที่ได้ เข้ากับ competent cell  แช่น้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที ถ่ายทอดพลาสมิด ที่อุณหภูมิ 42    
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที แล้วน ากลับมาวางบนน้ าแข็งทันทีต่ออีกเป็นเวลา  3 ถึง5 นาที 
ก่อนเติมอาหาร SOC broth ปริมาตร 350 ไมโครลิตร เขย่าด้วยความเร็วรอบ 160 รอบต่อนาที            

https://www.google.co.th/search?hl=th&rlz=1T4GFRE_thTH383TH384&sa=X&ei=Wc88UObfBsaPiAfysIDQDA&ved=0CB8QvwUoAQ&q=Thermal+cycler&spell=1
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ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วน ามาตกตะกอนเซลล์โดยการหมุนเหวี่ยง        
ที่ความเร็วรอบ 3,500 รอบต่อนาที และดูดส่วนใสทิ้งให้เหลือปริมาตร ในหลอดประมาณ 70 
ไมโครลิตร จากนั้นผสมให้ตะกอนกระจาย และน ามา spread บนอาหารแข็ง 2xYT ที่เติม         
แอมพิซิลลิน เข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร บ่มเชื้อต่อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา16 ถึง18 
ชั่วโมง 

 

 
 

                    ภำพที่ 3.1.  pQE80-L Expression Vectors 
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3.6.3 ตรวจสอบโคลนที่มีช้ินดีเอ็นเอ และสกัดพลำสมิด 
 น าโคโลนีที่เจริญอยู่บนผิวหน้าอาหารแข็ง 2xYT มาเลี้ยงในอาหารเหลว 2xYT ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร ที่เติมแอมพิซิลลินเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ถึง18 ชั่วโมง แล้วน ามาสกัดพลาสมิดด้วยวิธี alkaline analysis 
(Sambrook และคณะ, 1989) จากนั้นท าการวิเคราะห์ขนาด และปริมาณของพลาสมิดที่สกัดได้ด้วย
เทคนิค agarose gel electrophoresis โดยใช้ 0.8% agarose gel ใน 1x TAE buffer แล้วน ามา
ผ่านสนามไฟฟ้าที่ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที เมื่อสิ้นสุดการทดลองน า agarose gel 
มาย้อมด้วย ethidium bromide และน าไปดูแถบของดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel Documentation 
UV-transilluminator (Vilber) 

ท าการตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน .โดยส่งตัวอย่างดี เ อ็นเอไปวิ เคราะห์ที่         
บริษัท มาโครเจน (Macrogen) ประเทศเกาหลี 

3.7 กำรเลี้ยงเชื้อเพื่อกำรผลิตเอนไซม์ไฮยำลูโรนิเดส (HAase)  
  3.7.1 กำรเตรียมหัวเชื้อตั้งต้น  

 ท าการถ่ายเชื้อที่ผ่านการปรับปรุงสายพันธุ์บนอาหารแข็ง 2xYT agar ที่มียาปฏิชีวนะ   
แอมพิซิลลิน (ampilcillin) ที่ผ่านการบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยปิเปต
น้ าปราศจากไอออนผ่านการฆ่าเชื้อ 2 มิลลิลิตร หยดลงบนผิวหน้าอาหาร และเขี่ยเชื้อให้หลุดจาก
ผิวหน้าอาหารให้กระจายแขวนลอยอยู่ในน้ าด้วยไม้จิ้มฟันฆ่าเชื้อ จากนั้นใช้ปิเปตดูดเซลล์แขวนลอยที่
ได้ 1 มิลลิลิตร ใส่ในอาหารเหลว 2xYT ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน 
(ampilcillin) ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปเลี้ยงโดยควบคุมอุณหภูมิที่ 37     
องศาเซลเซียส ที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง 7 เป็นเวลา 7 ชั่วโมง ซึ่งเชื้อเจริญในระยะ Mid-log phase 
และวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 660 นาโนเมตรจนได้ค่าการส่องผ่านแสงที่ 0.15±0.005 เพ่ือจ ากัด
ปริมาณของเชื้อจุลินทรีย์เริ่มต้นให้มีค่าใกล้เคียงกัน 

3.7.2 กำรเลี้ยงเชื้อในขวดเขย่ำเพื่อชักน ำกำรผลิตเอนไซม์ไฮยำลูโรนิเดส (HAase) 
 ท าการปิเปตเซลล์แขวนลอยที่ได้จากขั้นตอน 3.7.1 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (1% v/v) ลงสู่
อาหารเหลว 2xYT ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ampilcillin) ความเข้มข้น 
100 มิลลิกรัมต่อลิตร ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร และเติมสารชักน า isopropyl-β-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) ความเข้มข้นสุดท้ายที่ 1 มิลลิโมลาร์ เพ่ือให้เกิดการแสดงออกของ
ยีน บรรจุในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด-ด่าง และท าการทดลอง 
ในเครื่องเขย่าแบบหมุนที่ความเร็วรอบในการหมุน ที่ก าหนด เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยเก็บตัวอย่างมา
วิเคราะห์การเจริญเติบโตโดยวัดค่าการดูดกลืนคลื่นแสงที่ 660 นาโนเมตร และแบ่งอีกส่วนมาปั่นแยก
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ตะกอนเซลล์ ในเครื่องปั่นควบคุมอุณหภูมิ ที่ความเร็วรอบ 3000 รอบต่อนาที และอุณหภูมิ 4     
องศาเซลเซียส มาวิเคราะห์สภาวะที่เหมาะสมกับกิจกรรมของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส ทุก 2 ชั่วโมง ทั้ง
สองการทดลอง 

3.8 กำรศึกษำสภำวะท่ีเหมำะสมต่อกำรผลิตเอนไซม์ไฮยำลูโรนิเดส 
 ท าการเลี้ ยง เชื้อที่ผ่ านการปรับปรุงสายพันธุ์ ในอาหาร เหลว.2xYT ที่มียาปฏิชีวนะ        
แอมพิซิลลิน (ampilcillin) ตามวิธีในข้อ 3.7.2 โดยแปรผันปัจจัยต่างๆ ดังนี้ 

3.8.1 อัตรำกำรเขย่ำ 
ท าการศึกษาอัตราการเขย่าที่เหมาะสมต่อการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ โดยควบคุมค่าความ

เป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 7 และอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ในเครื่องเขย่าแบบหมุน
ที่ปรับความเร็วรอบ ในช่วง 0 ถึง 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างมาวิเคราะห์ค่า
ความขุ่นของสารแขวนตะกอนของเชื้อจุลินทรีย์ทุก 2 ชั่วโมง โดยใช้เครื่อง spectrophotometer ที่
ความยาวช่วงคลื่น 660 นาโนเมตร เพ่ือวิเคราะห์ช่วงเวลา และอัตราการเขย่าที่เหมาะสมต่อการ
เจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ที่ดีที่สุด 

3.8.2 อุณหภูมิ 
ท าการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ โดยควบคุมค่าความ

เป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อเท่ากับ 7 ปรับอัตราการเขย่าในการเพาะเลี้ยงตามผลการทดลองที่ดี
ที่สุดจากข้อ 3.8.1 และน ามาบ่มที่อุณหภูมิในช่วง 30 ถึง 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง    
เก็บตัวอย่างมาวิเคราะห์ค่าความขุ่นของสารแขวนตะกอนของเชื้อจุลินทรีย์ทุก 2 ชั่วโมง โดยใช้เครื่อง 
spectrophotometer ที่ความยาวช่วงคลื่น 660 นาโนเมตร เพ่ือวิเคราะห์ช่วงเวลา และอุณหภูมิที่
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ที่ดีที่สุด 

3.8.3 ค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง  
ท าการศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ

เชื้อจุลินทรีย์ โดยควบคุมอัตราการเขย่า และอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง ที่ดีที่สุดในการเจริญเติบโต
ของเชื้อ ตามข้อที ่3.8.1, 3.8.2 จากนั้นบ่มที่ค่าความเป็นกรดด่างของอาหารในช่วง 5 ถึง 9 เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างมาวิเคราะห์ค่าความขุ่นของสารแขวนตะกอนของเชื้อจุลินทรีย์ทุก 2 ชั่วโมง 
โดยใช้เครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวช่วงคลื่น 660 นาโนเมตร เพ่ือวิเคราะห์ช่วงเวลา 
และค่าความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ที่ดีที่สุด 
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3.9 กำรศึกษำคุณสมบัติของเอนไซม์ไฮยำลูโรนิเดส 

3.9.1 กำรวิเครำะห์น้ ำหนักโมเลกุลของเอนไซม์ไฮยำลูโรนิเดสจำกยีนรีคอมบิแนนท์ด้วย
วิธี sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) โดย
ดัดแปลงวิธีของ (Laemmli, 1970)  

ท าการเตรียม 12% seperation gel 2 ส่วน ใน 3 ส่วน ของกล่อง ตั้งทิ้งไว้ 20 นาที เมื่อเจล 
แข็งตัวจึงเตรียม 4.5 % stacking gel 1 ส่วนใน 3 ส่วน ของกล่อง พร้อมกับเสียบไม้คั่นไว้ส าหรับ
หยอดทดสอบสารตัวอย่าง ทิ้งไว้ประมาณ 30 นาที จนเจลแข็งตัว แล้วน าตะกอนเซลล์จากข้อ 3.7.2 
ที่ผ่านการแช่แข็ง ที่อุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส เพ่ือให้ผนังเซลล์แตก ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมสีย้อม 2x loading dye ความเข้มข้น 8.3 ไมโครลิตร         
ให้เข้ากัน ต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 5 นาที แช่น้ าแข็งทันที จากนั้นหยอดสารตัวอย่างที่ผ่านการย้อมสี 
และโปรตีนมาตรฐานพร้อมกับเติม TE buffer และจ่ายไฟที่ 50 โวลต์เป็นเวลา 30 นาที 80 โวลต์       
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จนสารตัวอย่างตกจากเจลจนหมด แล้วจึงน าผลที่ได้ไปย้อมด้วยโครมาซีบลู        
เป็นเวลา 4 ชั่วโมง และล้างสีย้อมออก ด้วย destaining solution 

3.9.2 กำรศึกษำสภำวะท่ีเหมำะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไฮยำลูโรนิเดส 
 ท าการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของสารละลายเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่ไม่ท าให้
บริสุทธิ์ต่อสารละลายกรดไฮยาลูโรนิก โดยเทคนิค Morgan-Elson ซึ่งดัดแปลงจาก (Chaplin, 1986; 
Leaback และWalker, 1963) จากการน ากรดไฮยาลูโรนิกบริสุทธิ์จากหงอนไก่ ความเข้มข้น 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ที่เก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาท าปฏิกิริยาด้วย
สารละลายเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่ไม่ท าให้บริสุทธิ์ ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสถูกผลิตจากโคโลนีของเชื้อจุลินทรีย์ที่ผ่านการโคลนยีน มาเพาะเลี้ยงใน
อาหารเหลว 2xYT ที่เติมแอมพิซิลลินเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ที่ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากับ 
7 และที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยท าการวัดการเจริญเติบโตด้วยเครื่อง Spectrophotometer 
ที่ช่วงความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร จนได้ค่าการส่องผ่านแสงที่ 0.15 ± 0.005 ที่เวลาเพาะเลี้ยง
ประมาณ 7-8 ชั่วโมงเพ่ือจ ากัดปริมาณเชื้อจุลินทรีย์เริ่มต้นให้มีปริมาณใกล้เคียงกัน จากนั้นปิเปต
เซลล์แขวนลอยปริมาณ 1 มิลลิลิตร ไปเลี้ยงต่อในอาหารเหลว2xYT ปริมาตร 100 มิลลิลิตร            
ที่มีแอมพิซิลลินเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และสาร IPTG เพ่ือชักน าการผลิตโปรตีน ท าการ
เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ, ค่าความเป็นกรด-ด่าง และอัตราการเขย่า จากผลการทดลองการเจริญเติบโตที่
ดีที่สุดของเชื้อจุลินทรีย์ E.coli JM109 ที่มีพลาสมิด pGE80L-hyalA หัวข้อ 3.8 โดยเก็บตัวอย่างที่
เวลาการเจริญเติบโตที่ดีที่สุด น ามาท าการปั่นแยกตะกอนเซลล์ออกจากสารละลาย ด้วยเครื่อง -     
หมุนเหวี่ยงที่อัตราการหมุน 3,500 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที    
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แยกสารละลายส่วนใสออกจากตะกอน และน าตะกอนเซลล์  มาปรับความเข้มข้นที่  1             
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และน าเอนไซม์ที่ได้ไปแช่แข็ง ที่อุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส จากนั้นน า
สารละลายเอนไซม์ที่ได้ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมกับน้ าปราศจากประจุผ่านการฆ่าเชื้อ          
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และสารละลายบัฟเฟอร์ที่ความเป็นกรด-ด่างในช่วง 4 ถึง 9 ปริมาตร 200 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วน าไปบ่มในช่วงอุณหภูมิ 25-50 องศาเซลเซียสเพ่ือเริ่มกิจกรรมเอนไซม์ 
และศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่าง รวมถึงอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อกิจกรรมเอนไซม์ โดยเก็บตัวอย่างที่
เกิดปฏิกิริยาแล้วปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาหยุดกิจกรรมเอนไซม์ด้วย Reagent A ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร แล้วน าไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 3 นาที น าไปแช่น้ าเย็นจนเท่าอุณหภูมิห้อง จากนั้นจึงใส่ 
Reagent B ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตรเขย่าให้เข้ากัน แล้วน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
30 นาที วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 585 นาโนเมตร 
ค านวณหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่มีอยู่ในสารตัวอย่าง โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ภาพที่ ง.2) 

สร้างกราฟมาตรฐาน โดยใช้สารละลายน้ าตาลเอ็น-อะซิติล-ดี-กลูโคซามีน (N-acetyl-D-
glucosamine) ซึ่งเป็นองค์ประกอบของกรดไฮยาลูโรนิก มาตรฐานเข้มข้น 0-1.0 โมล ต่อมิลลิลิตร 
ท าการวิ เคราะห์ดั งข้ า งต้นแล้ ว เขี ยนกราฟมาตรฐานระหว่ างความเข้มข้นของน้ าตาล                  
เอ็น-อะซิติล-ดี-กลูโคซามีน (N-acetyl-D-glucosamine) กับค่าการดูดกลืนแสงที่วัดได้ 

 
3.10 จลนพลศำสตร์ของเอนไซม์ไฮยำลูโรนิเดส 
 การศึกษาจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสโดยวิเคราะห์จากค่า Km (Michaelis-
Menten constant) และVmax (maximum velocity) ด้วยสมการของ Michaelis-Menten plots 
และ Lineweaver-Burk plot ประยุกต์กับการหากิจกรรมของเอนไซม์โดยเทคนิค Morgan-Elson 
ซึ่งดัดแปลงจาก (Chaplin, 1986; Leaback และWalker, 1963) จากสารละลายตะกอนเซลล์   
ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ของเชื้อจุลินทรีย์ E.coli JM109 ที่มีพลาสมิด pGE80L-hyalA
โดยการชักน าด้วย IPTG ระหว่างเพาะเลี้ยง ในสภาวะการเจริญเติบโตที่ดีที่สุดจากข้อที่ 3.8 น า
สารละลายเอนไซม์ที่ไม่ท าให้บริสุทธิ์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร มาท าปฏิกิริยากับสับสเตรทกรด       
ไฮยาลูโรนิกในช่วงความเข้มข้น 0 ถึง 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร หลังจากนั้น
น ามาผสม กับน้ าปราศจากประจุผ่านการฆ่าเชื้อ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และสารละลายบัฟเฟอร์ที่
ความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมจากข้อ 3.9 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แล้วน าไปบ่มในที่อุณหภูมิที่ดี
ที่สุดในการท างานของเอนไซม์จากข้อ 3.9 เพ่ือเริ่มกิจกรรมเอนไซม์ จากนั้นท าการเก็บตัวอย่าง
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาหยุดกิจกรรมเอนไซม์ด้วย Reagent A ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แล้ว
น าไปต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 3 นาที น าไปแช่น้ าเย็นจนเท่าอุณหภูมิห้อง จากนั้นจึงใส่ Reagent B 
ปริมาตร 0.6 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน แล้วน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
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แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 585 นาโนเมตร และ
ค านวณหาปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ที่มีอยู่ ในสารตัวอย่าง โดยเปรียบเทียบกับ  กราฟมาตรฐาน          
(ภาพที่ ง.2) เพ่ือน าค่าที่ได้ไปเขียนกราฟแสดงค่ากิจกรรมเอนไซม์ต่อความเข้มข้นของสับสเตรทก
รดไฮยาลูโรนิก (s)ที่เวลาต่างๆ โดยค่าความชันของกราฟคือ ค่าอัตราการเกิดปฏิกิริยา (V0 ) จากนั้น
น าค่า V0 ของแต่ละความเข้มข้นสับสเตรทไปเขียนกราฟ Lineweaver-Burk plot ความสัมพันธ์
ระหว่าง 1/V0 กับ 1/S และMichaelis-Menten plots ความสัมพันธ์ระหว่าง V0 กับ S ผลการ
วิเคราะห์จะสามารถค านวณหาค่า Vmax และKm จะมีค่าเท่ากับ Vmax 
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บทที่ 4 
ผลกำรทดลอง วิเครำะห์ผลกำรทดลอง 

 
   ในบทนี้แสดงผลการทดลองการปรับปรุงสายพันธุ์ เชื้อ Streptococcus pyogenes ATCC 
6550 เพ่ือการผลิตเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส โดยในขั้นตอนการเพาะเลี้ยงท าการศึกษาผลของปัจจัย
ต่างๆ ได้แก่ อัตราการเขย่า อุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง ค่าความเป็นกรด-ด่าง และเวลาในการ
เพาะเลี้ยง หลังจากนั้นน าสภาวะที่เหมาะสมที่ได้จากกระบวนการเพาะเลี้ยงไปศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส โดยเทคนิค Morgan-elson method ที่สภาวะ
ต่างๆ ได้แก่ ค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลายบัฟเฟอร์ และอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของ
เอนไซม์ รวมถึงวิเคราะห์ค่าทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ 

4.1 กำรปรับปรุงพันธุกรรมด้วยเทคนิค recombinant gene expression เพื่อผลิตเอนไซม์    
ไฮยำลูโรนิเดส (HYALs) 

การปรับปรุงสายพันธุ์ เชื้อ Streptococcus pyogenes ATCC 6550 เพ่ือการผลิต          
ไฮยาลูโรนิเดส ด้วยเทคนิค genetic recombination โดยใช้ไพรเมอร์ hyAf และhyAr ที่จ าเพาะกับ
ยีนที่ควบคุมการสังเคราะห์ไฮยาลูโรนิเดส จากนั้นท าการเพ่ิมปริมาณดีเอนเอต้นแบบที่เกี่ยวข้องกับ
เอนไซม์โดยใช้กระบวนการ ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส (PCR) พบว่าสามารถสังเคราะห์ดีเอ็นเอของยีน               
ไฮยาลูนิเดสจากเชื้อ Streptococcus pyogenes ATCC 6550 และตรวจสอบขนาดของ PCR 
product ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis โดยใช้ 0.8% agarose gel  

4.1.1 จากการศึกษาขนาดดีเอ็นเอที่ผ่านการโคลนยีน พบว่า ขนาดของแถบดีเอ็นเอประมาณ 
2,400 คู่เบส เมื่อเทียบกับขนาดดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp plus Fermentas ซึ่งมีขนาดใกล้เคียงกับ 
ดีเอ็นเอ ต้นแบบที่มีขนาด 2,700 คู่เบส แต่ดีเอ็นเอท่ีท าการทดลองมีขนาดสั้นกว่าเนื่องด้วย ดีเอ็นเอที่
ท าการทดลองผ่านการตัดสาย signal peptide ออกเพ่ือประสิทธิภาพในการส่งสารส าคัญออก
ภายนอกเซลล์ ดังภาพที่ 4.1 ซึ่งมีสีเข้ม และขนาดใหญ่กว่าแถบดีเอ็นเอแถบอ่ืนหรือกล่าวได้ว่ามีแถบ
ไม่จ าเพาะเกิดข้ึนน้อยมาก เนื่องด้วยไพรเมอร์ที่ออกแบบในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ มีความเหมาะสม  
 
 
 
 
 
 

      



46 
 

4.2 กำรโคลนยีนไฮยำลูโรนิเดสเข้ำสู่ในเซลล์เชื้อจุลินทรีย์ Escherichia coli  
ท าการน าแถบดีเอ็นเอที่ผ่านการแทรกยีนที่ต้องการให้กับ pQE80-L expression vector 

cell JM109 และBL21 (ภาพที่ 4.2) มาเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง 2xYT ที่มีแอมพิซิลลินความเข้มข้น 
100 มิลลิกรัมต่อลิตร บ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า มีโคโลนีของเชื้อจุลินทรีย์ Escherichia coli        
สายพันธุ์ JM109 เท่านั้น ที่มียีนไฮยาลูโรนิเดส แสดงดังภาพที่ 4.3 เนื่องจาก competent cell ของ 
Escherichia coli สายพันธุ์ BL21 อาจมีการสร้างสารพิษที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ และ    
ไม่มีความจ าเพาะต่อ pQE80-L expression vector ซึ่งควรมี P7 promoter ท าหน้าที่ควบคุมการ
แสดงออกของยีน เช่นเดียวกับงานวิจัยของ (พรศรี ,.2547) ที่ท าการตัดต่อดีเ อ็นเอของเชื้อ 
Streptococcus equi subsp. Zooepidemicus โดยใช้เวคเตอร์ pGEM-T และtransform เข้าไป
ใน competent cell ของเชื้อ Escherichia. coli BL21(DE3) pLysS, Escherichia coli BL21 
codon plus, Escherichia coli HMS174 (DE3) pLysS, Escherichia coli JM 109 ซึ่งพบว่า 
สามารถถ่ายทอดยีน เข้า competent cell ของเชื้อ Escherichia coli JM 109 ได้ดี และแสดงออก
ได้อย่างสมบูรณ์ แต่เวคเตอร์ชนิดอ่ืนมีการแสดงออกของยีนเพียงเล็กน้อยหรือไม่สามารถ transform 
เข้าได้เลย จากนั้นท าการวิเคราะห์ขนาดของพลาสมิด โดยการคัดเลือกโคโลนีที่เกิดขึ้นไปจ านวน      
5 โคโลนี เพ่ือน าไปสกัด พลาสมิดด้วยวิธี alkaline analysis (Sambrook และคณะ, 1989) และ
น าไปตรวจสอบวิเคราะห์ขนาดของพลาสมิดที่สกัดได้ด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis 
โดยใช้ 0.8% agarose gel   

4.2.1 จากการศึกษาพบว่ามีแถบดีเอ็นเอของทั้ง 5 โคโลนี ที่พบมีขนาดประมาณมากกว่า 
3,000 คู่เบส โดยโคโลนีที่มีขนาดแถบเด่นชัดที่สุดคือโคโลนีที่ 3 ดังภาพที่ 4.4 เนื่องจาก plasmid มี
ลักษณะ Sypercoil ที่เคลื่อนที่เร็วกว่าขนาดจริงมีขนาดประมาณ 2,400 คู่เบส ดังนั้นเมื่อน าพลาสมิด
จากโคโลนีที่ 3 ไปวิเคราะห์ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนไฮยาลูโรนิเดส จากเชื้อ Streptococcus 
pyogenes ATCC 6550TM ให้กับเวคเตอร์ pQE80-L expression vector cell JM109 พบว่า 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนไฮยาลูโรนิเดส มีความคล้ายคลึงกับข้อมูลยีนจากเชื้อ  Streptococcus 
pyogenes ATCC 6550TM ที่รายงานไว้ใน GenBank (http://www.ncbinlm.nih .gov/) แสดงดัง
ภาคผนวก ฉ.1 ถึง ฉ.3 จึงน าโคโลนีที่ 3 ไปท าการทดลองเพ่ือวิเคราะห์ในด้านอ่ืนๆต่อไป  
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ภำพที่ 4.1 ผลการตรวจสอบยีน hyl A ด้วยเทคนิค PCR จากไพรเมอร์ hyA f และhyA r  

   ช่องที่ M    :     ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp Plus (Fermentas) 
    ช่องที่  1    :     ผลิตภัณฑ์ PCR colony ที ่1 
    ช่องที่  2    :     ผลิตภัณฑ์ PCR colony ที ่2 

   ช่องที่  3    :     ผลิตภัณฑ์ PCR colony ที ่3 
   ช่องที่  4    :     ผลิตภัณฑ์ PCR colony ที ่4 
   ช่องที่  5    :     ผลิตภัณฑ์ PCR colony ที ่5 
 

 
 
 
 
 
 

2,400 bp 
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   ภำพที่ 4.2.  pQE80-L Expression Vectors 
 

 

 

ภำพที่.4.3 โคโลนีจากเชื้อจุลินทรีย์ E. coli ทีมี plasmid pQE80-L ของยีน hyalA เจริญบน   
อาหารแข็ง 2xYT ทีม่ีแอมพิซิลลินเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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ภำพที่ 4.4 ผลการตรวจสอบเชื้อจุลินทรีย์ E. coli ทีมี plasmid pQE80-L ของยีน hyalA 

    ช่องที่ M   :   ดีเอ็นเอมาตรฐาน 
     ช่องที่  1   :   พลาสมิดของโคโลนีที่ 1 
     ช่องที่  2   :   พลาสมิดของโคโลนีที่ 2 

    ช่องที่  3   :   พลาสมิดของโคโลนีที่ 3 
    ช่องที่  4   :   พลาสมิดของโคโลนีที่ 4 
    ช่องที่ 5    :   พลาสมิดของโคโลนีที่ 5 

 
 
 
 
 
 
 
 

>3000 bp 

3000 bp 



50 
 

4.3 ท ำกำรวิเครำะห์น้ ำหนักโมเลกุลของโปรตีนไฮยำลูโรนิเดส ด้วยวิธี sodium dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) โดยดัดแปลงวิธีของ Laemmli 
(1970)  

การตรวจสอบโปรตีนหรือเอนไซม์จาก supernatant และตะกอนเซลล์ ความเข้มข้น 1 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จากเชื้อจุลินทรีย์ Escherichia coli ที่ผ่านการโคลนยีน และการชักน าการผลิต
โปรตีนระหว่างการเพาะเลี้ยงด้วย IPTG ในอาหารเหลว 2xYT   

จากผลการทดลองพบว่าเอนไซม์ที่ผลิตได้จาก supernatant และสารละลายตะกอนเซลล์ 
ปรากฏแถบโปรตีนไม่ชัดเจนหรือสามารถสรุปได้ว่าปริมาณเอนไซม์ที่ผลิตได้น้อยมาก แต่เมื่อท าการ
วิเคราะห์ พบว่าในเชื้อจุลินทรีย์ชนิด Escherichia coli ไม่มีระบบหลั่งสารออกจากเซลล์ ท าให้
เอนไซม์ไม่ถูกปล่อยออกมานอกเซลล์ จึงไม่พบแถบโปรตีนในการทดลอง ดังนั้นจึงแก้ไขปัญหาโดยการ
น า supernatant และสารละลายตะกอนเซลล์ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ไปแช่แข็งที่
อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส เพื่อให้เซลล์ของ Escherichia coli แตก และท าให้ไฮยาลูโรนิเดสเริ่มการ
ท างาน ผลการทดลองเมื่อเปรียบเทียบกับขนาดโปรตีนมาตรฐานพบว่า supernatant และ
สารละลายตะกอนเซลล์ พบโปรตีนที่ต าแหน่งเดียวกัน คือที่ขนาดประมาณ 88 กิโลดาลตัน        
(ภาพที่ 4.6 และภาพท่ี 4.7) แต่เมื่อพิจารณาความเข้มของแถบโปรตีนที่เกิดจาก supernatant พบว่า
มีความหนาแน่นของเซลล์ปริมาณน้อยท าให้เมื่อแช่แข็งให้เซลล์แตกแล้ว เอนไซม์ภายในที่ปล่อย
ออกมายังมีปริมาณน้อยอยู่ ท าให้แถบโปรตีนที่เกิดจาก supernatant มีสีจาง และขนาดของแถบ
โปรตีนเล็ก     

จากการศึกษาขนาดโปรตีนจากไฮยาลูโรนิเดสพบว่าขนาดมีความสอดคล้องกับค่า         
มวลโมเลกุลที่ได้จากการค านวณ (calculated molecular mass) ดังสูตรการค านวณต่อไปนี้  

                    มวลโมเลกุล  =  (
ขนาดดีเอ็นเอ

 
 ) x  110 (โมเลกุลเฉลี่ยของกรดอะมิโน)             (3.1) 

ค่ามวลโมเลกุลจากการค านวณคือ   

         (      

 
 )  x 110   =   88 กิโลดาลตัน 

 
พบว่าค่ามวลโมเลกุลของโปรตีนที่ได้จากการทดลอง และค่ามวลโมเลกุลของโปรตีนที่ได้จากการ
ค านวณมีค่าใกล้เคียงกัน ซึ่งสามารถสรุปได้ว่าเอนไซม์ที่ผลิตได้เป็นของ เชื้อจุลินทรีย์ E.coli JM109 
ที่มีพลาสมิด pGE80L-hyalA อีกทั้งเมื่อท าการศึกษาค่ามวลโมเลกุลของโปรตีนของเอนไซม์          
ไฮยาลูโรนิเดส จากงานวิจัยอ่ืนๆพบว่า เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสจากเยื่อหุ้มเซลล์ Streptococcus      
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ที่ผ่านการปรับปรุงโดยใช้ Triton X-114 มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 52 กิโลดาลตัน (Prehm และ
Mausolf, 1986) , จากเชื้อ Streptococcus sp. ที่ผ่านการออกแบบกลุ่มยีน has และท า southern 
blot มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 56 กิโลดาลตัน (Lansing และคณะ, 1993) , จากเชื้อ 
Streptococcus zooepidemicus cvcc 2336 ใน plasmid pBV220 และเชื้อ Escherichia coli 
JM109 มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 96 กิโลดาลตัน (Guo และคณะ, 2009) , จากเชื้อStreptococus 
agalactiae มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 121 กิโลดาลตัน, จากเชื้อ Streptococcus Pneumonia 
น้ าหนักโมเลกุลประมาณ 107 กิโลดาลตัน, จากเชื้อ Streptococcus. aureus น้ าหนักโมเลกุล
ประมาณ 92 กิโลดาลตัน, จากเชื้อ Streptomyces sp น้ าหนักโมเลกุลประมาณ. 77 และ84        
กิโลดาลตัน (Hynes และWalton, 2000) โดยจาก (Farrell และคณะ, 1995) พบว่าเอนไซม์             
ไฮยาลูโรนิเดสมีน้ าหนักโมเลกุลอยู่ในช่วงประมาณ 50 ถึง160 กิโลดาลตัน (Linhardt, Galliher และ
Cooney, 1986) ดังนั้นเมื่อเปรียบเทียบน้ าหนักโมเลกุลของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส จากเชื้อจุลินทรีย์ 
E.coli JM109 ที่มี พลาสมิด pGE80L-hyalA กับเอนไซม์จากแหล่ง-อ่ืนๆ ดังรายงานวิจัยข้างต้น 
พบว่า โปรตีนที่ผลิตได้มีเล็กกว่างานวิจัยของ (Guo และคณะ, 2009; Hynes และWalton, 2000) 
แต่มีขนาดใหญ่กว่างานอ่ืนๆ ซึ่งขนาดโมเลกุลของเอนไซม์มีผลต่อการท าปฏิกิริยาหรือกิจกรรมของ
เอนไซม์ โดยถ้าเอนไซม์มีขนาดเล็กประสิทธิภาพของเอนไซม์ในการท าปฏิกิริยากับสับสเตรทก็จะมีค่า
สูง โดยความสามารถของเอนไซม์สามารถยืนยันได้เมื่อวิเคราะห์  ค่ากิจกรรมเอนไซม์ ซึ่งแสดงผลใน
การทดลองขั้นต่อไป  
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ภำพที่ 4.5 ขนาดเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสจาก supernatant ของเชื้อจุลินทรีย์ E.coli JM109          
ที่ม ีพลาสมิด pGE80L-hyalA ซึ่งวิเคราะห์โดยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสด้วยเทคนิค SDS-PAGE   

 ช่องที่ M           :     โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas) 
  ช่องที่  1, 2, 3    :     โปรตนีจาก supernatant ของเซลล์ที่เวลา      2     ชั่วโมง 

 ช่องที่  4, 5       :     โปรตีนจาก supernatant ของเซลล์ที่เวลา      4     ชั่วโมง 
 ช่องที่  5, 6       :     โปรตนีจาก supernatant ของเซลล์ที่เวลา      6     ชัว่โมง 
 ช่องที่  6, 7       :     โปรตีนจาก supernatant ของเซลล์ที่เวลา      8     ชั่วโมง 
 ช่องที่   8         :     โปรตนีจาก supernatant ของเซลล์ที่เวลา      24    ชั่วโมง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

~88 kDa 
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ภำพที่ 4.6 ขนาดไฮยาลูโรนิเดสจากตะกอนเซลล์ ของเชื้อจุลินทรีย์ E.coli JM109 ที่มีพลาสมิด 
pGE80L-hyalA ซึ่งวิเคราะห์โดยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิสด้วยเทคนิค SDS-PAGE 

  ช่องที่   M         :    โปรตีนมาตรฐาน (Fermentas) 
   ช่องที่  1, 2, 3    :    โปรตนีจาก สารละลายตะกอนเซลล์ที่เวลา     2     ชั่วโมง 

  ช่องที่  4, 5       :     โปรตีนจาก สารละลายตะกอนเซลล์ที่เวลา     4     ชั่วโมง 
  ช่องที่  5, 6       :     โปรตีนจาก สารละลายตะกอนเซลล์ที่เวลา     6     ชั่วโมง 
  ช่องที่  6, 7       :     โปรตีนจาก สารละลายตะกอนเซลล์ที่เวลา     8     ชัว่โมง 
  ช่องที่  8, 9       :     โปรตีนจาก สารละลายตะกอนเซลล์ที่เวลา    24    ชั่วโมง 
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4.4 กำรเลี้ยงเชื้อเพื่อกำรผลิตเอนไซม์ไฮยำลูโรนิเดส (HAase) 
 ท าการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ที่ผ่านการโคลนยีน โดยแปรผัน
ปัจจัยดังนี้ คือ อัตราการเขย่า อุณหภูมิ และค่าความเป็นกรด-ด่าง จากนั้นน าช่วงเวลา และสภาวะ
การเพาะเลี้ยงที่ดีที่สุด ไปท าการวิเคราะห์ ในขั้นตอนการหากิจกรรมเอนไซม์ และค่าจลนพลศาสตร์
ของ เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสต่อไป     

4.4.1 อัตรำกำรเขย่ำ 
ท าการศึกษากระบวนการเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ E.coli JM109 ที่มีพลาสมิด pGE80L-hyalA 

เพ่ือผลิตเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 2xYT ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และที่ค่า
ความเป็นกรด-ด่าง 7 โดย แปรผันค่าอัตราการเขย่าเป็น 150, 200 , 250 รอบต่อนาที และที่ไม่มีการ
เขย่า ได้ผลการทดลองแสดงดังภาพที่ 4.7     

เมื่อพิจารณารูปแบบการเจริญเติบโตของเชิ้อในทุกสภาวะจะมีแนวโน้มตามกัน คือ 
เชื้อจุลินทรีย์มีการเพ่ิมจ านวนน้อยมากใน 2 ชั่วโมงแรกของการเพาะเลี้ยง ซึ่งถือเป็นระยะการปรับตัว
ให้เข้ากับสภาวะแวดล้อมใหม่ หลังจากนั้นจึงมีการเพ่ิมจ านวนเซลล์อย่างรวดเร็วแบบทวีคูณ         
(log phase) จนถึงชั่วโมงท่ี 10 ส าหรับอัตราการเขย่าที่ 200 และ 250 รอบต่อนาทีหรือจนถึงชั่วโมง
ที่ 12 ส าหรับอัตราการเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที และที่ไม่มีการเขย่า หลังจากนั้นอัตราการเพ่ิมเซลล์มี
การลดลง และคงที่ตามล าดับ จัดเป็นการเข้าสู่ภาวะ stationary phase ทั้งนี้เนื่องจากปริมาณ
สารอาหารมีค่าลดลง รวมทั้งมีการสะสมของเสียของเซลล์ในระบบ ท าให้อัตราการตายสูงขึ้น ดังนั้น
ความเข้มข้นของเซลล์จึงค่อนข้างคงที่จนถึงชั่วโมงท่ี 24 

เมื่อเปรียบเทียบผลการเจริญเติบโตที่ได้จากการแปรผันอัตราการเขย่า พบว่า การเพ่ิม    
อัตราการเขย่ามีส่วนส่งเสริมให้เชื้อจุลินทรีย์มีการเจริญขึ้นตามล าดับ โดยที่อัตราการเขย่า 200 และ
250 รอบต่อนาที จะให้ปริมาณเซลล์สูงสุดใกล้เคียงกัน ส่วนสภาวะที่ไม่มีการเขย่า และอัตราการเขย่า
ต่ าที่ 150 รอบต่อนาที จะให้การเจริญเติบโตที่ไม่ดี และมีความเข้มข้นเซลล์น้อย เนื่องจากสภาวะที่มี
อากาศ เชื้อ E.coli สามารถเปลี่ยนไพรูเวตไปเป็นอะซิเตตได้ ซึ่งส่งผลให้พลังงานที่ได้รับจากการ     
เมตาบอลิซึมของเซลล์สูงขึ้นกว่าสภาวะที่ไร้อากาศ (Johns และคณะ, 1994) อีกทั้งอัตราการเขย่าที่
เหมาะสม จะช่วยให้อัตราการส่งผ่านสารอาหาร และอากาศเป็นไปอย่างทั่วถึงอีกด้วย ดังนั้นจึงสรุปได้
ว่า อัตราการเขย่าท่ีเหมาะสมคือ 200 รอบต่อนาที เนื่องจากการเพ่ิมอัตราการเขย่ามากกว่านี้ มีผลให้
การเจริญเติบโตเพ่ิมมวลเซลล์ไม่แตกต่างกัน 
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4.4.2 อุณหภูมิในกำรบ่ม 
ท าการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการเจริญเติบโตของ เชื้อจุลินทรีย์ E.coli JM109               

ที่มีพลาสมิด pGE80L-hyalA เพ่ือผลิตเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 2xYT           
ที่อัตราการเขย่า 250 รอบต่อนาที และที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง 7 โดยแปรผันอุณหภูมิที่ 25, 30, 35, 
40 และ50 องศาเซลเซียส ได้ผลการทดลอง แสดงดังภาพที่ 4.8  

เมื่อพิจารณาการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์ พบว่า เชื้อ E.coli จะมีการเจริญเติบโตได้ดี     
ตามการเพ่ิมของอุณหภูมิตั้งแต่ 25 ถึง 35.องศาเซลเซียส หลังจากนั้นการเพ่ิมอุณหภูมิเป็น.40    
องศาเซลเซียส จะมีผลท าให้การเจริญเติบโตลดลงอย่างเห็นได้ชัด แต่อย่างก็ดี ลักษณะการ
เจริญเติบโตจะมีแนวโน้มเดียวกัน คือเชื้อจุลินทรีย์มีการเพ่ิมจ านวนน้อยมากใน 2 ชั่วโมงแรกของการ
เพาะเลี้ยง ซึ่งเป็นการระยะการปรับตัวให้เข้ากับสภาวะแวดล้อมใหม่ หลังจากนั้นจึงมีการเพ่ิมจ านวน
เซลล์อย่างรวดเร็วแบบทวีคูณ (log phase) จนถึงชั่วโมงที่ 10 หลังจากนั้นพบว่าความเข้มข้นของ
เซลล์มีการลดลง และคงที่ตามล าดับ (stationary phase) ทั้งนี้เนื่องจาก ปริมาณสารอาหารมีค่า
ลดลง รวมทั้งการสะสมของเสียของเซลล์ในระบบ ท าให้อัตราการตายสูงขึ้น ดังนั้นความเข้มข้นของ
เซลล์จึงค่อนข้างคงที่จนถึงชั่วโมงท่ี 24 ส่วนการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จะไม่พบการ
เจริญเติบโต 

การเพ่ิมอุณหภูมิมีผลให้กระบวนการเมตาบอลิซึมภายในเซลล์มีค่าเพ่ิมมากขึ้น ท าให้เชื้อ
เจริญเติบโตได้ดี และจะมีค่าการเจริญเติบโตได้สูงสุดที่ช่วงอุณหภูมิหนึ่งเท่านั้น การเพ่ิมอุณหภูมิที่สูง
เกินไป เชื้อจะไม่สามารถทนต่ออุณหภูมิได้ ท าให้เกิดการชะลอการเจริญเติบโต และก่อให้เกิดการตาย
ของเชื้อในที่สุด อีกทั้งเชื้อ Escherichia coli เป็นจุลินทรีย์ซึ่งมักพบในเนื้อเยื่อและล าไส้ของสิ่งมีชีวิต
ของคน และสัตว์เลือดอุ่น ท าให้สามารถเจริญเติบโตได้ดีอยู่ในช่วงอุณหภูมิ 30 ถึง 40 องศาเซลเซียส 
มีรายงานว่า เชื้อชนิดนี้ไม่สามารถเจริญเติบโตได้ดีที่อุณหภูมิสูงกว่า 42 องศาเซลเซียส แต่สามารถ
เติบโตในอุณหภูมิที่ต่ าได้โดยมีอัตราการเพ่ิมจ านวนเซลล์ที่ต่ าลง เนื่องจากมีการสังเคราะห์โปรตีนใน
เซลล์ต่ า (Akasaka และคณะ, 1989; Ellwood และคณะ, 1995; Nimrod และคณะ, 1988; Swam 
และคณะ, 1990)  
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4.4.3 ค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำง  
 ท าการศึกษาผลกระทบของค่าความเป็นกรด-ด่างต่อการเจริญเติบโตของเชื้อ เชื้อจุลินทรีย์ 
E.coli JM109 ที่มีพลาสมิด pGE80L-hyalA เพ่ือผลิตเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด 
2xYT ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และอัตราการเขย่า 200 รอบต่อนาที โดยแปรผันค่าความเป็น
กรด-ด่างที ่4, 5, 6, 7, 8 และ9 ได้ผลการทดลอง แสดงดังภาพที่ 4.9 

เมื่อพิจารณาการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย์  พบว่า เชื้อจุลินทรีย์ .E.coli JM109              
ที่มีพลาสมิด pGE80L-hyalA จะมีการเจริญเติบโต แปรผันตามการเพ่ิมของค่าความเป็นกรด-ด่าง
ตั้งแต่ 5 จนถึง 8 หลังจากนั้นการเพ่ิมค่าความเป็น กรด-ด่างเป็น 9 จะมีผลท าให้การเจริญเติบโต
ลดลงอย่างเห็นได้ชัด แต่อย่างก็ดี ลักษณะการเจริญเติบโตจะมีแนวโน้มเดียวกัน คือ เชื้อจุลินทรีย์มี
การเพ่ิมจ านวนน้อยมากใน 2 ชั่วโมงแรกของการเพาะเลี้ยง ซึ่งเป็นการระยะการปรับตัวให้เข้ากับ
สภาวะแวดล้อมใหม่ หลังจากนั้นจึงมีการเพ่ิมจ านวนเซลล์อย่างรวดเร็วแบบทวีคูณ (log phase) 
จนถึงชั่วโมงที่  10 หลังจากนั้นพบว่าความเข้มข้นของเซลล์มีการลดลง  และคงที่ตามล าดับ 
(stationary phase) ทั้งนี้เนื่องจาก ปริมาณสารอาหารมีค่าลดลง รวมทั้งการสะสมของเสียของเซลล์
ในระบบ ท าให้อัตราการตายสูงขึ้น ดังนั้นความเข้มข้นของเซลล์จึงค่อนข้างคงที่จนถึงชั่วโมงที่ 24 
ส่วนการเพาะเลี้ยงที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง 4 จะไม่พบการเจริญเติบโต 

เมื่อเปรียบเทียบค่าความเป็นกรด-ด่างที่เหมาะสมต่อการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ พบว่า 
เชื้อจุลินทรีย์สามารถเจริญเติบโตในช่วงค่าความเป็นกรด-ด่างที่กว้าง ตั้งแต่ค่าความเป็นกรด-ด่างที่ 5 
ถึง 9 โดยถือว่า เชื้อเจริญได้ดีที่ค่าความเป็น กรด-ด่างที่เป็นกลาง ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยต่างๆที่ได้
รายงานถึงค่าความเป็นกรด-ด่างส าหรับอัตราการเติบโตของ E. coli พบว่า การเจริญเติบโตที่ดีที่สุด 
จะอยู่ในช่วง pH 5.5 ถึง 8.5 โดยมีช่วงต่ าสุด และช่วงสูงสุดที่เชื้อเจริญเติบโตคือที่ 4.4 และ9.0 
ตามล าดับ โดยความเป็นจริงแล้ว เซลล์ E.coli จะทนต่อสภาวะค่าความเป็นกรด-ด่างต่ า ดีกว่าที่ค่า
ความเป็นกรดด่างสูง (Akasaka และคณะ, 1989; Ellwood และคณะ, 1995) 
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ภำพที่ 4.7 ลักษณะการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ E.coli JM109 ที่มีพลาสมิด pGE80L-hyalA        
โ ดย เพาะ เลี้ ย ง ในอาหาร เหลว  2xYT.ในชวด เชย่ า  ที่ ค่ าความ เป็ นกรดด่ า ง  7.อุณหภู มิ                    
37 องศาเซลเซียส และท่ีความเร็วรอบต่างๆ 
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ภำพที่  4.8 ลักษณะการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์ .E.coli JM109 ที่มีพลาสมิด pGE80L-hyalA 
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 2xYT ในชวดเชย่า ที่ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาที ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
7 และท่ีอุณหภูมิต่างๆ 
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ภำพที่ 4.9 ลักษณะการเจริญของเชื้อจุลินทรีย์.E.coli JM109 ที่มีพลาสมิด pGE80L-hyalA 
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 2xYT.ในชวดเชย่าที่ความเร็วรอบ.250 รอบต่อนาที .อุณหภูมิ  35         
องศาเซลเซียส และท่ีค่าความเป็นกรด-ด่างต่างๆ 
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4.5 กำรหำสภำวะท่ีเหมำะสมต่อกิจกรรมของไฮยำลูโรนิเดส 
ท าการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของสารละลายเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่ไม่ท าให้

บริสุทธิ์ จากเชื้อจุลินทรีย์ E.coli JM109 ที่มพีลาสมิด pGE80L-hyalA โดยแปรผันปัจจัยดังนี้ คือ ค่า
ความเป็นกรด-ด่างของสารละลายบัฟเฟอร์ และอุณหภูมิ ที่ส่งผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ด้วยเทคนิค 
Morgan-elson method 

4.5.1 ค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำงท่ีเหมำะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ 
ท าการศึกษาผลของค่าความเป็นกรด-ด่างต่อการท างานของสารละลายเอนไซม์ที่ไม่ท าให้

บริสุทธิ์  โดยใช้ความเข้มข้นของเอนไซม์ ไฮยาลูโรนิเดส 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร ความเข้มเข้น      
กรดไฮยาลูโรนิก 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร ที่สภาวะอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และระยะเวลา 24 
ชั่วโมง โดยแปรผันค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลายบัฟเฟอร์ ที่ 3, 4, 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5 และ
8 ได้ผลการทดลอง แสดงดังภาพที่ 4.10 

จากผลการทดลองพบว่า การย่อยสลายกรดไฮยาลูโรนิกให้ได้เป็นน้ าตาลรีดิวซ์จะเกิดได้อย่าง
มีประสิทธิภาพ และมีค่าเปอร์เซ็นต์กิจกรรมสัมพัทธ์เพ่ิมมากขึ้นตามล าดับ เมื่อเพ่ิมค่าความเป็นกรด
ด่างจาก 5 ถึง 7 หลังจากนั้นค่าเปอร์เซ็นต์กิจกรรมสัมพัทธ์จะมีค่าลดลงอย่างเห็นได้ชัด เมื่อเพ่ิมค่า
ความเป็นกรด-ด่างเป็น 7.5 และ8 โดยกิจกรรมของไฮยาลูโรนิเดสมีค่าสูงสุดที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง 7 
ประมาณ 100 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ ที่ค่าความเป็นกรด-ด่างที่ 6.5, 6, 7.5, 5 และ8 ให้ค่า
เปอร์เซ็นต์กิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์ 82.66, 77.01, 69.15, 68.59, 63.81 และ60.22 ตามล าดับ 
แต่ที่สภาวะค่าความเป็นกรด-ด่างที่มีค่าเท่ากับ 3 และ4 จะมีค่ากิจกรมของเอนไซม์น้อยมาก   

ทั้งนี้เนื่องมาจากค่าความเป็นกรด-ด่างมีผลต่อการแตกไอออนของ prototropic group   
(หมู่เคมีในบริเวณพ้ืนที่ผิวตัวเร่งที่สามารถปล่อยไอออนหรือหมู่อัลคิลของกรดอะมิโนบน active site 
ของเอนไซม์ ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนโครงรูปสามมิติ ท าให้เกิดการเบี่ยงเบนในการจับกับสับสเตรท  
หรือการเร่งปฏิกิริยา นอกจากนี้ค่าความเป็นกรด-ด่างยังมีผลต่อการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่าง
เอนไซม์กับสับสเตรท (ES) และการแตกไอออนของสับสเตรทโคแฟกเตอร์ ซึ่งจะน าไปสู่การจับตัวกับ
เอนไซม์ที่เปลี่ยนไปด้วย โดยสภาวะที่เอนไซม์ท างานได้ดีที่สุดนั้น เป็นผลจากการแตกตัวได้ดีที่สุดของ
หมู่อะมิโนบน active site ท าให้เกิดการจับโครงสร้างกันระหว่างเอนไซม์กับสับสเตรทได้อย่างลงตัว 
ดังนั้นในปฏิกิริยาการท างานของเอนไซม์จึงต้องควบคุมค่าความเป็นกรด-ด่าง ให้เหมาะสม เพ่ือให้เกิด
การท างานของเอนไซม์อย่างมีประสิทธิภาพ และไม่ท าให้เกิดการยับยั้งหรือขัดขวางกิจกรรมของ
เอนไซม์ (ปราณี, 2547)  
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เมื่อพิจารณาค่าความเป็นกรด-ด่าง ที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์จากแหล่งอ่ืนๆ ได้แก่ เอนไซม์
จากเชื้อ Streptococcus. zooepidemicus cvcc 2336 ใน pQE80-L expression vector cell 
JM109  ที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง 6 (Guo และคณะ, 2009) , จากเชื้อEscherichia coli jreundii      
ที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง 5.8 (Brunish และMozersky, 2009) โดยเมื่อพิจารณารายงานการวิจัย      
ค่าความเป็นกรด-ด่าง ที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์จากแหล่งอ่ืนๆข้างต้นพบว่า ค่าความเป็น
กรด-ด่างที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ที่มีแหล่งที่มาจากเชื้อจุลินทรีย์ จะอยู่ในช่วงค่าความเป็น
กรด-ด่างที่เป็นกลางเท่านั้นตรงตามผลการวิจัยที่ท าการทดลอง 
 

4.5.2 อุณหภูมิที่เหมำะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ 
ท าการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการท างานของสารละลายเอนไซม์ที่ไม่ท าให้บริสุทธิ์ โดยใช้

ความเข้มข้นของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร ความเข้มเข้นกรดไฮยารูโรนิก           
1 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร ที่สภาวะค่าความเป็นกรด-ด่างของสารละลายบัฟเฟอร์ 7 และระยะเวลา 1 
ชั่วโมง โดยแปรผันอุณหภูมิที่ 25, 30, 35, 40, 45 และ50 องศาเซลเซียส ตามล าดับ ได้ผลการ
ทดลอง แสดงดังภาพท่ี 4.11 

จากผลการทดลองพบว่า การย่อยสลายกรดไฮยาลูโรนิกให้ได้เป็นน้ าตาลรีดิวซ์จะเกิดได้อย่าง
มีประสิทธิภาพ และมีค่าเปอร์เซ็นต์กิจกรรมสัมพัทธ์เพ่ิมมากขึ้นตามล าดับ เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิจาก 25 
ถึง 40 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นค่าเปอร์เซ็นต์กิจกรรมสัมพัทธ์จะมีค่าลดลงอย่างเห็นได้ชัด เมื่อเพ่ิม
อุณหภูมิเป็น 45 และ 50 องศาเซลเซียส โดยกิจกรรมของไฮยาลูโรนิเดสมีค่าสูงสุดที่อุณหภูมิ 35
องศาเซลเซียส ประมาณ 100 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือที่อุณหภูมิ 40, 30, 45, 25 และ50         
องศาเซลเซียส ที่ค่าเปอร์เซ็นต์ของกิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์ 99.86, 93.05, 57.38 และ56.67 
ตามล าดับ ส่วนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จะให้ค่าเปอร์เซ็นต์ของกิจกรรมสัมพัทธ์ของเอนไซม์ต่ า
ที่สุดเพียง 18.87 เปอร์เซ็นต์ 

เนื่องจากเอนไซม์เป็นโปรตีนที่มีโครงรูปสามมิติที่สลับซับซ้อน ดังนั้นเอนไซม์สามารถจะเร่ง
ปฏิกิริยาได้ดีนั้น จ าเป็นต้องมีโครงรูปสามมิติที่เหมาะสมต่อการท างาน โดยเฉพาะเมื่อหมู่อัลคิลของ
กรดอะมิโนบน active site ต้องอยู่ในต าแหน่งที่พอเหมาะต่อการเข้าจับของสับสเตรทด้วย       
พันธะโควาเลนต์ เพ่ือเกิดปฏิกิริยาเปลี่ยนเป็นผลิตภัณฑ์ เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิในระบบ จึงส่งผลให้   
พลังงานจลน์ของโมเลกุลเพ่ิมมากขึ้น และอัตราเร็วของปฏิกิริยาเพ่ิมมากขึ้นเช่นกัน ท าให้การเกิดการ
สร้างพันธะและเกิดพลังงานสะสมมากพอ ในการเปลี่ยนเป็นผลิตภัณฑ์ได้อย่างรวดเร็ว  โดยการเพ่ิม
อุณหภูมิจะท าให้ได้อุณหภูมิที่มากที่สุด 1 ช่วงเท่านั้น ถ้าอุณหภูมิสูงเกินจากจุด optimum จะท าให้
เอนไซม์เกิดการเสียสภาพไปอย่างถาวร เนื่องจากพันธะโควาเลนต์ ซึ่งเป็นพันธะอ่อนเริ่มหลุดจากกัน 
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จึงส่งผลให้บริเวณ active site ของเอนไซม์มีลักษณะผิดไปจนไม่สามารถท างานได้เหมือนเดิม     
(วัลลี, 2532) ดังนั้นอัตราเร็วของปฏิกิริยาการท างานของเอนไซม์ค่อยๆลดลง  

จากสาเหตุข้างต้นที่กล่าวมา ปฏิกิริยาการท างานของเอนไซม์จึงต้องมีการควบคุมอุณหภูมิ   
ให้เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์ เพ่ือให้สามารถเกิดปฏิกิริยาได้อย่างมีประสิทธิภาพ และไม่ไป
ยับยั้งหรือท าลายกิจกรรมของเอนไซม์ ซึ่งจากการทดลองมีแนวโน้มในทิศทางเดียวกันกับกิจกรรม
ของไฮยาลูโรนิเดสจากเชื้อ Streptococcus. zooepidemicus cvcc 2336 ใน plasmid pBV220 
และเชื้อ E. coli JM109 ที่มีค่ากิจกรรมของเอนไซม์สูงสุดที่อุณหภูมิ 37องศาเซลเซียส (Guo และ
คณะ, 2009) ในสภาวะการทดลองเดียวกันกับผลการทดลองในงานวิจัย 
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ภำพที่ 4.10 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์กิจกรรมสัมพัทธ์ และค่าความเป็นกรด-ด่าง 
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ภำพที่ 4.11 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าเปอร์เซ็นต์กิจกรรมสัมพัทธ์ และอุณหภูมิ 
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4.6 ศึกษำสมบัติทำงจลนพลศำสตร์ของเอนไซม์ 
การศึกษาจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสโดยวิเคราะห์จากค่า Km (Michaelis-

Menten constant) และVmax (maximum velocity) ด้วยวิธี Lineweaver-Burk plot โดยใช้
สารละลายเอนไซม์ที่ไม่ท าให้บริสุทธิ์เข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ท าปฏิกิริยากับสารละลาย    
กรดไฮยาลูโรนิกที่ความเข้มข้น 0 ถึง 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในสภาวะค่าความเป็นกรด-ด่าง 7 และ
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ได้อัตราการย่อยกรดไฮยาลูโรนิกเป็นน้ าตาล NAG ดังแสดงในตารางที่ 
4.1 และภาพที่ ง.2 

 
ตำรำงที่ 4.1 ค่าความเข้มข้นของสารละลายกรดไฮยาลูโรนิก (S) และอัตราเร็วปฏิกิริยาเริ่มต้นของ
เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส (V0) 

S V0 1/S 1/V0 

(มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร) 

(ไมโครโมลต่อ

มิลลิลิตรต่อนาที) 

(มิลลิลิตรต่อ

มิลลิกรัม) 

(มิลลิลิตรนาทีต่อ

โมล) 

0.2 
0 5 555.56 

0.4 
0.0018 2.5 400.00 

0.6 
0.0025 1.67 232.56 

0.8 
0.0043 1.25 200.00 

1 
0.005 1 163.93 
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เมื่อท าการพิจารณาผลการทดลอง โดยการสร้างกราฟเส้นตรงความสัมพันธ์ระหว่าง 1/V 
(หรือ 1/V0) กับ 1/S จะสามารถค านวณค่า Km และVmax ได้  

     จากรูปแบบสมการของ Lineweaver-Burk plot ภาพที่ 4.12 
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จุดตัดแกน    y    คือ              

    
  =   107.35 

ดังนั้น                               Vmax      =   0.0093 µmol/ml min 

 

ค่าความชัน (slope) คือ      

       
  

     
   =  84.064 

 
ดังนั้น 

         Km     =    0.78 
   
หรือ ค านวณ ค่า Km จากจุดตัดแกน x ซึ่งเท่ากับ 

          

   
    =   -1.27 

 
ดังนั้นจะได้ค่าท่ีเท่ากัน คือ                                      

         Km     =    0.78  
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ภำพที่ 4.12 กราฟ Lineweaver-Burk plot ของส่วนกลับของอัตราการท างานของสารละลาย
เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่ไม่ท าให้บริสุทธิ์  และส่วนกลับของความเข้มข้นของสารละลายกรด            
ไฮยาลูโรนิก 
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 จากผลการทดลองจากตารางที่ 4.1 พบว่าอัตราเร็วของปฏิกิริยาของการท างานของเอนไซม์
จะแปรผันตรงตามความเข้มข้นกรดไฮยาลูโรนิกที่เพ่ิมขึ้นตั้งแต่ 0.2 จนถึง 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
โดยความเข้มข้นของกรดไฮยาลูโรนิกที่เพ่ิมขึ้น จะส่งผลให้มีการจับตัวกับเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส
เพ่ิมข้ึน ท าให้อัตราเร็วของปฏิกิริยา และกิจกรรมของเอนไซม์มีค่าสูงตามล าดับ  

เนื่องจากค่า Km (Michaelis-Menten constant) เป็นค่าที่แสดงประสิทธิภาพของเอนไซม์
แต่ละชนิด บ่งบอกถึงความจ าเพาะในการเกิดสารประกอบเชิงซ้อนระหว่างเอนไซม์กับสับสเตรท (ES)  
โดยอัตราเร็วในการเกิดปฏิกิริยาทั้งหมดขึ้นกับปริมาณสารประกอบเชิงซ้อน (ES) ดังนั้นถ้าค่า Km ต่ า  
จะแสดงว่า เอนไซม์ชนิดนั้นสามารถสร้างสารประกอบเชิงซ้อน (ES) ได้มาก ส่งผลให้อัตราเร็วของ
ปฏิกิริยาสูงขึ้นด้วย และค่า Vmax (maximum velocity) เป็นค่าอัตราเร็วสูงสุดของเอนไซม์ในการท า
ปฏิกิริยา ซึ่งเป็นอีกตัวแปรที่แสดงประสิทธิภาพการท างานของไซม์   

ในงานวิจัยนี้สารละลายเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสที่ไม่ท าให้บริสุทธิ์จากเชื้อจุลินทรีย์ E. coli ที่มี 
plasmid pQE80-L ของยีน hyalA มีค่า Km 0.78 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า Vmax 9.3          
มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร เมื่อท าการเปรียบเทียบกับค่าที่ได้จากงานวิจัยที่ผ่านมา (ตารางที่ 4.2 ) พบว่า 
ค่า Km มีค่าสูงกว่าค่าของเอนไซม์ที่ได้จาก human serum (Bonner และCantey, 1966) แต่มีค่าต่ า
กว่างานวิจัยอ่ืนๆ เนื่องจากเป็นสารละลายเอนไซม์ที่ได้ยังไม่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์  จึงท าให้
ประสิทธิภาพการจับตัวของเอนไซม์กับสับสเตรทเกิดข้ึนไม่ดี 

เมื่อพิจารณาค่า Vmax พบว่า อัตราเร็วในการท าปฏิกิริยาสูงสุดของเอนไซม์ มีค่าสูงกว่าค่า
ของเอนไซม์บริสุทธิ์จากงานวิจัยแสดงว่า เอนไซม์ที่ผลิตได้มีประสิทธิภาพสูง ซึ่งหากเพ่ิมขั้นตอนการ
ท าเอนไซม์ให้บริสุทธิ์ จะยิ่งเพ่ิมการท างานของเอนไซม์ให้มีประสิทธิภาพสูง และเป็นที่น่าสนใจในการ
น าไปพัฒนาเพื่อผลิตเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส ในระดับสเกลใหญ่ต่อไปในอนาคต   
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ตำรำงท่ี 4.2 ตารางเปรียบเทียบค่า Km และVmax ของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสจากแหล่งต่างๆ 

แหล่งของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส 
Km (มิลลิกรัม 
ต่อมิลลิลิตร) 

Vmax (มิลลิยูนิต 
ต่อมิลลิลิตร) เอกสารอ้างอิง 

Streptococcus. zooepidemicus cvcc 2336 
 ใน plasmid pBV220 และเชื้อ E. coli JM109    0.087 6.9 Guo และคณะ (2009) 

serumหรือplasma  14 5.1 (Natowicz และWang, 1996) 

human serum        0.88 7 (Bonner และCantey, 1966) 

human serum       0.087 6.9 (Takahashi และคณะ, 2003)  
จากเชื้อจุลินทรีย์ E.coli JM109 ที่มพีลาสมิด  

pGE80L-hyalA 0.78 9.3 งานวิจัยนี้ 

69 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัย และขอ้เสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการวิจัย 

5.1.1 ท าการโคลนยีนเชื้อ Streptococcus pyogenes ATCC 6550 เพ่ือการผลิต
เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส ด้วยเทคนิค genetic recombination โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะในการ
ปรับปรุงสายพันธุ์ hyAf และhyAr โดยผ่านการเพ่ิมปริมาณด้วยแทคนิค PCR ซึ่งสามารถยีนยันผล
การทดลองด้วยการวิเคราะห์ขนาดด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis พบว่ามีขนาด
ประมาณ 2,400 คู่เบส ซึ่งเป็นขนาดที่ถูกต้องตามดีเอ็นเอต้นแบบ  

5.1.2 ท าการโคลนยีนที่ผลิตไฮยาลูโรนิเดสจากเชื้อจุลินทรีย์ Streptococcus pyogenes 
ATCC 6550 โดยแทรกยีนให้กับ pQE80-L expression vector cell JM109 และ BL21 เพาะเลี้ยง
บนอาหารแข็ง 2xYT ที่มีแอมพิซิลลินความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร บ่มเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
พบว่า มีโคโลนีของเชื้อจุลินทรีย์จากยีนไฮยาลูโรนิเดสเจริญเฉพาะที่ท าการน าเข้าสู่  vector cell 
JM109 เท่านั้น และเมื่อน าไปตรวจสอบวิเคราะห์ขนาดของพลาสมิดที่สกัดได้ด้วยเทคนิค agarose 
gel electrophoresis พบว่ามีขนาดใหญ่กว่า 3,000 คู่เบส เนื่องจากพลาสมิดมีลักษณะ Sypercoil 
ที่เคลื่อนที่เร็วกว่าขนาดจริง และผลการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ เปรียบเทียบกับข้อมูลที่มีการ
รายงานไว้ใน GenBank มีความคล้ายคลึงกับ Streptococcus pyogenes ถึง 99% ซึ่งยีนยันได้ว่า
เชื้อที่ผ่านการโคลนยีนสามารถผลิตไฮยาลูโรนิเดสได้ 

5.1.3 เมื่อน า supernatant กับ สารละลายตะกอนเซลล์จากโคโลนีของเชื้อจุลินทรีย์ E.coli 
JM109 ที่มีพลาสมิด pGE80L-hyalA มาเพาะเลี้ยง และชักน าการสร้างโปรตีนด้วยสาร IPTG       
มาทดสอบด้วยวิธีอีเล็คโตโฟไลซิสด้วย สาร SDS พบว่าไม่มีการแสดงออกของโปรตีนเนื่องด้วย 
เชื้อจุลินทรีย์ชนิด Escherichia coli ไม่มีระบบหลั่งสารออกจากเซลล์ ดังนั้นจึงท าการแก้ไขโดยการ
ไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ -15 องศาเซลเซียส เพ่ือให้เซลล์ของ Escherichia coli แตก จึงท าให้ทราบ
ขนาดของโปรตีนที่ผลิตได้จากทั้งsupernatant และตะกอนเซลล์มีขนาดประมาณ 88 กิโลดาลตัน 
โดยพบว่าเอนไซม์จากตะกอนเซลล์มีความหนาแน่นมากกว่าจาก supernatant สังเกตได้จากแถบที่
ท าการตรวจวัด ซึ่งเมื่อน าค่าที่ได้ไปค านวณพบว่าเป็นโปรตีนที่ผลิตได้จากยีนต้นแบบที่ท าการโคลนยีน 
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5.1.4 สภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของจากเชื้อจุลินทรีย์ E. coli ที่มี plasmid pQE80-L 
ของยีน hyalA ได้แก่ ที่เวลาในการเจริญเติบโตในช่วง 2 ถึง 10 ชั่วโมง, อัตราการเขย่า 200        
รอบต่อนาท,ี ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และท่ีความเป็นกรด-ด่างที่ 8 

5.1.5 สภาวะที่เหมาะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์จากจากเชื้อจุลินทรีย์ E. coli ที่มี plasmid 
pQE80-L ของยีน hyalA ต่อสับสเตรทกรดไฮยาลูโรนิก ที่ตรวจสอบค่ากิจกรรมเอนไซม์ด้วยเทคนิค 
Morgan-elson method ได้แก่ ที่เวลา 1 ชั่วโมง, ที่อุณหภูมิ 35 และ40 องศาเซลเซียส และที่ความ
เป็นกรด-ด่างของสารละลายบัฟเฟอร์ 7 

5.1.6 สามารถวิเคราะห์ค่าทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์จากเชื้อจุลินทรีย์ ไม่ท าให้บริสุทธิ์
ต่อสารละลายกรดไฮยาลูโรนิกที่ความเข้มข้นต่างๆ พบว่า อัตราเร็วปฏิกิริยาของเอนไซม์ จะเพ่ิมขึ้น
ตามความเข้มข้นสับสเตรทที่เพ่ิมขึ้น โดยมีค่าสูงที่สุดที่สารละลายกรดไฮยาลูโรนิกความเข้มข้น 
1mg/ml รองลงมาคือที่ความเข้มข้น 0.8, 0.6, 0.4 และ0.2 mg/ml พบว่าค่า Km มีค่าเท่ากับ 0.78 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า Vmax, มีค่าเท่ากับ 9.3 มิลลิยูนิตต่อมิลลิลิตร จากLineweaver–Burk 
plot 
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5.2 ข้อเสนอแนวทางการปรับปรุง 

5.2.1 ในการทดลองนี้ได้ท าการโคลนยีน จากเชื้อจุลินทรีย์ Streptococcus pyogenes 
ATCC 6550 โดยแทรกยีนให้กับ pQE80-L expression vector cell JM109 และผลิตเอนไซม์โดย
เพาะเลี้ยงในอาหาร 2xYT ทีมีการชักน าด้วย IPTG โดยเอนไซม์ที่ผลิตได้ในการทดลองยังไม่ผ่าน
กระบวนการท าให้บริสุทธิ์ท าให้ค่าที่ได้จากการทดลองเช่น ค่ากิจกรรมเอนไซม์ และค่าทาง
จลนพลศาสตร์ยังมีค่าน้อย เนื่องจากอาจจะมีการปนเปื้อน contaminating salt, detergent และ
สารปนเปื่อนอ่ืนๆจากเอนไซม์ที่ผลิตได้ ระหว่างการเพาะเลี้ยง และอาจเป็นอันตรายเมื่อน าไปพัฒนา
ในการผลิตปริมาณมาก ดังนั้นควรเพ่ิมกระบวนการท าให้เอนไซม์บริสุทธิ์ เช่น วิธีโครมาโตรกราฟี, 
และ วิธีBiogel P-4 column เป็นต้น 

5.2.2.ควรหาเทคนิคเพ่ิมเติมในการน าเอนไซม์ออกจากเซลล์ของเชื้อจุลินทรีย์ E.coli JM109 
ที่มพีลาสมิด pGE80L-hyalA แทนที่การแช่แข็งเนื่องจากเสียเวลาในขั้นตอนการท าละลายอีกทั้งเสี่ยง
ต่อการปนเปื้อนอีกด้วย เช่นการใช้คลื่นอัลตราโซนิค เป็นต้น 

5.2.3 จากขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตของ
เชื้อจุลินทรีย์ E.coli JM109 ที่มพีลาสมิด pGE80L-hyalA พบว่าอาหารที่ใช้เลี้ยงยังไม่มีการปรับปรุง
สูตรดังนั้นควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมในด้านสภาพแวดล้อม หรือสารที่เหมาะสมในการกระตุ้นการผลิต
เอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสให้มากขึ้น เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการน าไปประยุกต์ใช้ต่อไป 
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รายการอ้างอิง 
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ภำคผนวก ก 

วิธีกำรเตรียมสำรเคมี 
 

1.วิธีกำรเตรียมสำรละลำยส ำหรับตรวจขนำดดีเอ็นเอด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซิส ( Agarose Gel 
Electrophoresis) 

1.1 สำรละลำย 50X TAE buffer 
Tris      242   กรัม 
Glacial acetic acid 5   7.1   กรัม 
0.5 M EDTA, pH 8.0    100   มิลลิลิตร 
เติมน้ ากลั่นจนครบ      1   ลิตร 

2.วิธีกำรเตรียมสำรละลำยส ำหรับกำรสกัดพลำสมิด 

2.1 Alkaline lysis solution I 
     50 mM glucose 

     25 mM Tris-Cl  (pH 8.0) 
     10 mM EDTA   (pH 8.0) 
 
2.2 Alkaline lysis solution II 
     0.2 N NaOH 
     1% (w/v) SDS 
 
2.3 Alkaline lysis solution III 
      5 M potassium acetate       6   มิลลิลิตร 
      glacial acetic acid    11.5   มิลลิลิตร 
      น้ ากลั่น      28.5   มิลลิลิตร 
 
2.4 สำรละลำยฟีนอลคลอโรฟอร์ม 
    Phenol:Chloroform (1:1) แล้วเติม 0.1 M Tris-Cl (pH 7.6)  ท าการเขย่าแรงๆให้ผสมกันแล้ว
ปล่อยให้แยกชั้น 
• 
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3.กำรเตรียมสำรส ำหรับแยกโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE 
3.1. Separating buffer (1.5 M Tris-HCl, pH 8.6) 
      Tris-base      36.30   กรัม 
      ละลายในน้ า     175  มิลลิลิตร 
     ปรับ pH ด้วย 6 N HCl แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ าให้ครบ   200  มิลลิลิตร 
     เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
3.2. Stacking buffer (1.0 M Tris-HCl, pH 6.8) 
     Tris-base      6.04   กรัม 
     ละลายในน้ า      90   มิลลิลิตร 
     ปรับ pH ด้วย 6N HCl แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ าให้ครบ   100 มิลลิลิตร 
     เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
3.3. Acrylamide solution (30% Acrylamide, 0.8 Bis-acrylamide) 
      Acrylamide     60.00   กรัม 
      Bis-acrylamide     1.60   กรัม 
      ปรับปริมาตรด้วยน้ าให้ครบ    200   มิลลิลิตร 
     เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 
3.4.Ammonium persulfate (10%) 
     APS        1   กรัม  
     น้ ากลั่น      10   มิลลิลิตร  
 
3.5.SDS 10% 
     Electrophoresis-grads SDS     1  กรัม  
     น้ ากลั่น     100   มิลลิลิตร  
 
3.6.สำรละลำย A 
     สารละลาย Separating buffer   18.17  กรัม  
     สารละลาย 10 % SDS     0.4   มิลลิลิตร 
     ปรับปริมาตรด้วยน้ าให้ครบ    100   มิลลิลิตร 
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3.7.สำรละลำย B 
     สารละลาย Stacking buffer    18.17   กรัม  
     สารละลาย 10 % SDS     0.4  มิลลิลิตร 
     ปรับปริมาตรด้วยน้ าให้ครบ   100  มิลลิลิตร 
 
3.8. 12.5% Separating gel (ปริมำตร 7 มิลลิลิตร) 
       น้ ากลั่น(dH2O)    1.60  มิลลิลิตร 
       สารละลาย A     1.2   มิลลิลิตร 
       Acrylamide solution     2  มิลลิลิตร 
       10% ammonium persulfate    75   ไมโครลิตร 
       TEMED 7.5 ไมโครลิตร 
 
3.9. 4.5% Stacking gel (ปริมำตร 3 มิลลิลิตร) 
       น้ ากลั่น(dH2O)       1.20   มิลลิลิตร 
       Acrylamide solution      0.30  มิลลิลิตร 
       สารละลาย B         0.5  มิลลิลิตร 
       10% ammonium persulfate      25   ไมโครลิตร 
      TEMED          3   ไมโครลิตร 
 
3.10. Loading buffer 2 เท่ำ 
        2-mercaptonethanol      0.20  มิลลิลิตร 
        Glycerol        2.00  มิลลิลิตร 
        2% SDS       2.00  มิลลิลิตร 
        Bromophenol blue     0.25  มิลลิลิตร 
        ปรับปริมาตรด้วย 0.1 M Tris-HCl ให้ครบ 10 มิลลิลิตร เก็บในที่มืด 
 
3.11. Running buffer 10 เท่ำ, pH 8.3 
        Tris-base     30.00  กรัม 
        Glycine     144.00  กรัม 
        10% SDS     100.00  กรัม 
        ปรับ pH ด้วย HCl แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ าให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร 
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3.12. Staining solution 
        0.25% commissie brilliant blue-R 250 
        45.0% methanol 
        10.0% acetic acid 
       ปรับปริมาตรด้วยน้ า  ผสมสีที่กรองแล้ว 1 ส่วน กับสารละลาย methanol:acetic acid: น้ า
กลั่น 9 ส่วน เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะใช้ 
 
3.13. Destaining solution 
        25.0% methanol 
        7.0% acetic acid 
        ปรับปริมาตรด้วยน้ า 
 
3.14. Transfer buffer, pH 8.3 
        25 mM Tris-base 
        150 mM glycine 
        ปรับ pH ด้วย HCl แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ าให้ครบ 1,000 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 0.02% SDS 
 
4.กำรเตรียมสำรเคมีส ำหรับวิเครำะห์หำปริมำณน้ ำตำล N-acety D-lglucosamine ด้วยวิธี 
Morgan-Elson method 

4.1.Reagent A (Potassium tetraborate solution) 
     Potassium tetraborate solution   6.1   กรัม  
     น้ ากลั่น      100   มิลลิลิตร 
 
4.2. Reagent B (DAB solution) 
      4-Dimethylamino bezaldehyde    10    กรัม 
      HCl (concentrated)       11   มิลลิลิตร 
      น้ ากลั่น        1.5   มิลลิลิตร  
      glacial acetic acid      87.50   มิลลิลิตร 
      น าสารทั้งหมดผสมให้เข้ากัน  ก่อนน าไปใช้ผสมอัตราส่วน 1:10 กับ glacial acetic acid  
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5.กำรเตรียมสำรละลำยบัฟเฟอร์ 
5.1 กำรเตรียมสำรละลำยซิเตรท-ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ตำมวิธีของ (McIlvaine, 1921) 

5.1.1 สารละลาย A  0.1 M citric acid  
5.1.2 สารละลาย B  0.2 M Na2HPO4.7H2OหรือNa2HPO4.12H2O 
5.1.3 ท าการเตรียมฟอตเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate buffer) โดยผสมสารละลาย A และB 

ตามค่าความเป็นกรดด่างที่ต้องการตามตารางที่ ก .1 และปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร โดย ** ปรับค่า
ความเป็นกรดด่าง ด้วย 1 N NaOH  และ1 N HCl 

 
ตำรำงท่ี ก.1 ตารางการเตรียมสารละลายซิเตรท-ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 

ค่าความเป็นกรด-ด่าง ปริมาตรสารละลาย (มิลลิลิตร) 

 
A B 

2.6 44.6 5.4 
2.8 42.2 7.8 
3 39.8 10.2 

3.2 37.7 12.3 
3.4 35.9 14.1 
3.6 33.9 16.1 
3.8 32.3 17.7 
4 30.7 19.3 

4.2 29.4 20.6 
4.4 27.8 22.2 
4.6 26.7 23.3 
4.8 25.2 24.8 
5 24.3 25.7 

5.2 23.3 26.7 
5.4 22.2 27.8 
5.6 21 29 
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5.2. กำรเตรียมสำรละลำยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate buffer) ตำมวิธีของ (Gomori, 
1955)    

5.2.1 สารละลาย A 0.05 M dibasic sodium phosphate (NaH2PO4.2H2O) 
       NaH2PO4.2H2O       7.80    กรัม 
       เติมน้ ากลั่นจนครบ        1      ลิตร 
5.2.2 สารละลาย B  0.05 M monobasic sodium phosphate (Na2HPO4

 2.H2O) 
        Na2HPO4 น้ าหนัก 8.90 กรัม 
       เติมน้ ากลั่นจนครบ 1  ลิตร 
5.2.3 ท าการเตรียมฟอตเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate buffer)โดยผสมสารละลาย A และB 

ตามค่าความเป็นกรดด่างที่ต้องการตามตารางที่ ก.2 และปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร โดย ปรับค่าความ
เป็นกรดด่าง ด้วย 1 N NaOH และ 1N HCl 
 

ตำรำงท่ี ก.2 ตารางการเตรียมฟอตเฟตบัฟเฟอร์ (Phosphate buffer) 

ค่าความเป็นกรด-ด่าง ปริมาตรสารละลาย (มิลลิลิตร) 
  A  B 

5.8 4.00. 46.00. 
6 5.15 43.85 

6.2 9.25 40.75 
6.4 13.25 36.75 
6.6 18.75 31.25 
6.8 24.50. 25.50. 
7 30.50. 19.50. 

7.2 36.00. 14.00. 
7.4 40.50. 9.50. 
7.6 43.50. 6.50. 
7.8 45.75 4.25 
8 47.35 2.65 
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5.3. กำรเตรียมสำรละลำยแอมโมเนียมคลอไรด์-แอมโมเนียมไฮดรอกไซด์บัฟเฟอร์ (Phosphate 
buffer) ตำมวิธีของ (Clark และLubs, 1917) 

ท าการผสมสารละลาย  0.1 M NH4Cl  ปริมาตร 17.50 มิลลิลิตร และสารละลาย  0.1 M 
NH4OH ปริมาตร  13.42 มิลลิลิตร จนได้ค่าความเป็นกรด-ด่างที่ 9 และปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร 
โดย ** ปรับค่าความเป็นกรดด่าง ด้วย 1 N NaOH  และ 1N HCl 
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ภำคผนวก ข 

วิธีเตรียมอาหารเล้ียงเชื้อ 

1.วิธีเตรียม SOC medium 
   SOB medium    800  ไมโครลิตร 
   2 M MgCl2       4   ไมโครลิตร 
   2 M glucose       8  ไมโครลิตร 
   น าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และความดัน 15 psi เวลา 15 นาที 
 
2.วิธีเตรียมอำหำรเหลว 2xYT  
   Yeast extract       10  กรัม 
   Thoyphone        16  กรัม 
   NaCl         5  กรัม 
   ปรับปริมาตรด้วยน้ าให้ครบ     1  ลิตร 
   น าไป autoclave ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และความดัน 15 psi เวลา 15 นาที ทิ้งไว้ให้อุ่น  

(ประมาณ 60 องศาเซลเซียส)  

 

3.วิธีกำรเตรียมอำกำรแข็ง 2XYT 
   Yeast extract    10  กรัม 
   Thoyphone      16  กรัม 
   NaCl        5  กรัม 
   Agar       15   กรัม 
   ปรับปริมาตรด้วยน้ าให้ครบ 1 ลิตรทิ้งไว้ให้อุ่น (ประมาณ 60 องศาเซลเซียส) จากนั้นเทลงใน 
plate ในสภาพปลอดเชื้อ ทิ้งไว้ให้แข็งตัว และเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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ภำคผนวก ค 
วิธีพื้นฐำนที่ใช้ในงำนด้ำนพันธุวิศวกรรมศำสตร์ 

1. กำรตรวจขนำดดีเอ็นเอด้วยวิธีเจลอิเลคโตรโฟรีซิส ( Agarose Gel Electrophoresis) 
    1.1  เตรียม agarose gel 1% ใน 1X TAE buffer 
    1.2  อุ่นให้เจลละลาย รอให้เย็นพอที่มือจับได ้และเทลงในถาดส าหรับเตรียมเจล แล้ววาง comb 
    1.3 รอให้เจลแข็ง ใช้เวลาประมาณครึ่งชั่วโมง 
    1.4 วางถาดเจลลงใน chamber เท 0.5xTAE ให้ท่วมเจล แล้วจึงดึง comb ออก 
    1.5 load ดีเอ็นเอตัวอย่างที่ผสม dyn ในอัตราส่วน 1:5 เปรียบเทียบกับ DNA marker ปริมาตร  
 1 ไมโครลิตร  
    1.6 แยกแถบดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ ตั้งเวลา 25 นาท ี
    1.7 แกะเจลออกจากถาดน าไปแช่ในสารละลาย ethidium bromide 0.5 M เป็นเวลา 5          
 นาท ีเพ่ือย้อมสีแถบดีเอ็นเอ 
    1.8 น าเจลลงแช่ในน้ ากลั่นเพื่อล้างสีส่วนเกินออก เป็นเวลา 10 นาท ี
    1.9 ตรวจการเรืองแสงของแถบดีเอ็นเอบนเจลโดยใช้เครื่อง Gel Document (Transuminator) 

2 กำรสกัดพลำสมิดโดยวิธีกำร Alkaline lysis ดัดแปลงมำจำกวิธีกำรของ Birnboim 
และ Doly (1979) และIsh-Horowicz และ Burke (1981)  

โดยเลี้ยงเชื้อ Escherichia coli JM109  ที่มีพลาสมิด pQE80-L vector (Invitrogen, USA) 
ในอาหารเหลวล LB  ที่มียาปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน (ampilcillin) ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 ชั่วโมง และปั่นเพ่ือเก็บเซลล์ที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4         
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 นาที และท าการสกัดพลาสมิดโดยเติม Alkaline lysis solution I เพ่ือ
ละลายตะกอน  ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วแช่ในอ่างน้ าแข็ง เติม Alkaline        
lysis solution II ที่เตรียมใหม่ 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้วแช่ในอ่างน้ าแข็ง เพ่ือช่วย
ตกตะกอนสารที่ไม่ต้องการ (โปรตีน, โพลีแซคาไรด์) อีกทั้งยังท าให้เซลล์แตก และผนังเซลล์หลุด     
เติม Alkaline lysis solution III ที่เย็น ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน เบาๆ6-8 ครั้ง     
แล้วแช่ในอ่างน้ าแข็งเป็นเวลา 3-5 นาที แล้วน าไปปั่นตกตะกอนที่ 12,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 นาที ถ่ายส่วน ใสลงในหลอดใหม่ แล้วเติมสารละลายฟีนอลคลอโรฟอร์ม 
ปริมาตร 1 เท่าของปริมาตรสารละลาย ตั้งต้น และผสมให้เข้ากัน บ่มในน้ าแข็งนาน 10 นาที ก่อน
น าไปปั่นที่ความเร็วรอบ 12000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที           
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ดูดสารละลายชั้นบนลงในหลอดใหม่ เติม ไอโซโพรเพน ปริมาตร 1 เท่าของปริมาตรสารละลายตั้งต้น 
ผสมให้เข้ากันทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที น าไปปั่น ตกตะกอนที่ 12,000 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตะกอนของพลาสมิดจะอยู่ที่ก้นหลอดทดลอง ดูดเอา
ของเหลวออกให้หมด เติม 70% เอธานอล ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไป
เพ่ือล้างตะกอนดีเอ็นเอ 2 ครั้ง และดูดเอาของเหลวออก ตั้งทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง แล้วจึง
ละลายพลาสมิดด้วยสารละลาย TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เก็บพลาสมิดที่ได้ไว้ที่อุณหภูมิ–20    
องศาเซลเซียส  ก่อนน ามา run gel เพ่ือวิเคราะห์ขนาดพลาสมิด 

 
3. กำรแยกโปรตีนโดยวิธีกำรท ำเจลอิเลคโตรโฟรีซิสแบบเอสดีเอส (Sodium Dodecyl Sulfate 
   Polyacrylamide Gel Electrophoresis : SDS-PAGE) 

3.1. กำรเตรียมเจล 
3.1.1 ประกอบชุดแผ่นแก้วเข้าด้วยกันคั่นด้วย spacers แล้วล็อคให้แนบติดกันด้วย clamp 

ขันสกรูให้แน่นวางลงใน casting stand 
3.1.2 เตรียมสารละลายเจล 12.5% Separating gel (ปริมาตร 7 มิลลิลิตร) ระหว่างการ

เตรียมขั้นตอนสุดท้ายที่เติมTEMED กับ ammonium persulfate ให้รีบเติมแล้วเขย่าวนเบาๆ ระวัง
ไม่ให้เกิดฟองอากาศ 

3.1.3 ใช้ปิเปตดูดสารละลายเจลใส่ลงที่มุมแผ่นแก้ว จากนั้นค่อยๆหยดน้ ากลั่น ให้คลุมผิวเจล 
ทิ้งไว้ให้เจลแข็งตัว ใช้เวลาประมาณ 60 นาท ี

3.1.4 เตรียม 4.5% Stacking gel (ปริมาตร 3 มิลลิลิตร) 
3.1.5 เทน้ าที่ปิดหน้าเจลออก ซับให้แห้งด้วยกระดาษ 
3.1.6 ดูดสารละลายเจลใส่ลงระหว่างแผ่นแก้ว เสียบ comb เพ่ือให้เกิดช่อง (well) 
3.1.7 ทิ้งไว้จนกว่าเจลจะแข็ง ใช้เวลาประมาณ 45-60 นาท ี
3.1.8 เอา comb ออก ระวังอย่าให้เจลขาด เติม buffer 1x  ลงใน chamber 

3.2 กำรท ำอิเลคโตรโฟรีซิส 
3.2.1 ใส่สารตัวอย่างที่ผ่านการย้อมสี และต้ม 5 นาที ลงในแต่ละช่อง 
3.2.2 ต่อชุดอิเลคโตรโฟรีซิสทั้งหมดเข้าด้วยกัน เสียบปลั๊กต่อกับเครื่องจ่าย กระแสไฟฟ้าโดย 

ตั้งกระแสไว้ที่ 50 มิลลิแอมแปร์ ใช้เวลาประมาณ 30 นาท ีและตั้งกระแสที่ 80 มิลลิแอมแปร์ ใช้เวลา
ประมาณ 2 ชั่วโมง เมื่อ tracking dye ลงมาถึงด้านล่าง แล้วจึงปิดเครื่อง  
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3.2.3. น าแผ่นแก้วออกจาก chamber เอา spacers ออก แล้วใช้ spatulaงัดแผ่นแก้วเบาๆ 
แล้ว ค่อยๆเทเจลลงในถาดย้อม เติมสีย้อม Staining solution ให้ท่วมเจล ทิ้งไว้ประมาณ 2 ชั่วโมง
หรือจนกว่าสีจะติดเจล 

3.2.4. ล้างสีออกด้วยน้ าสะอาด และน ามาแช่ Destaining solution เพ่ือล้างสีออก        
เมื่อสีส่วนเกินถูกล้างออกหมดจะเห็นเจลใส และแถบโปรตีนติดสี 
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ภำคผนวก ง 
กำรวิเครำะห์ปริมำณ N-acety D-lglucosamine ด้วยวิธี Morgan-Elson method 

1.กำรสร้ำงกรำฟน้ ำตำล N-acety D-lglucosamine มำตรฐำน 
1.1กำรเตรียมสำรละลำยน้ ำตำล  NAG (N-Acetyl-D-glucosamine) 

1.1.1 ท าการละลายน้ าตาล  NAG (N-Acetyl-D-glucosamine)น้ าหนักโมเลกุล 221.21 
กรัมต่อโมล น้ าหนัก 0.0250 กรัม ในน้ ากลั่นปริมาตร  100  มิลลิลิตร  
    1.1 2.ท าการเตรียมสารละลายน้ าตาล  NAG (N-Acetyl-D-glucosamine)โดยผสม
สารละลาย จากข้อ1.1.1 และน้ า กลั่นตามค่าความเข้มข้นที่ต้องการ  
 

ตำรำงท่ี ง.1 ตารางการเตรียมสารละลายน้ าตาล  NAG (N-Acetyl-D-glucosamine) 

ปริมาณสารละลายน้ าตาลความเข้มข้น ปริมาตรน้ ากลั่น ความเข้มข้นน้ าตาล 
[1.13x10-7โมลต่อลิตร] (มิลลิลิตร) (มิลลิลิตร) x10-5(โมลต่อลิตร) 

0 10 0 
1 9 0.1 
2 8 0.2 
3 7 0.3 
4 6 0.4 
5 5 0.5 
6 4 0.6 
7 3 0.7 
8 2 0.8 
9 1 0.9 
10 0 1 
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1.2.กำรวิเครำะห์ปริมำณ N-acetylglucosamineด้วยวิธี Morgan-Elson method 
 1.2.1 น าสารละลายตะกอนเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส 20 ไมโครลิตร มาท าปฏิกิริยากับน้ า
ปราศจากเชื้อ 100 ไมโครลิตร กรดไฮยาลูโรนิก 50 ไมโครลิตร และสารละลาย buffer 100 
ไมโครลิตร ในอุณหภูมิที่ก าหนด 
 1.2.2 น าสารตัวอย่างจากข้อ 2.1.1 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร มาหยุดปฏิกิริยาด้วย reagent 
A ปริมาตร 10 ไมโครลิตร (สามารถน าสารละลายน้ าตาลที่ต้องการหารกราฟน้ าตาลมาตรฐานมา
ทดสอบในขั้นตอนนี้ได้เลย) 
 1.2.3 น าไปแช่ใน water bath ที่อุณหภูมิ 100องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และปรับ
อุณหภูมิจนเท่ากับอุณหภูมิห้อง 
 1.2.4 เติม reagent B (reagent colour) ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร น า ผลการทดลองที่ได้ไป
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 586 นาโนเมตร 
 
ตำรำงท่ี ง.2 ตารางค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 585 นาโนเมตร ที่น้ าตาล N-acetyl-D- 

      glucosamineความเข้มข้นต่างๆ 
 

ความเข้มข้นน้ าตาล ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 
x10-5(โมลต่อลิตร) 585 นาโนเมตร 

0 0 
0.1 0.263 
0.2 0.456 
0.3 0.791 
0.4 0.904 
0.5 1.185 
0.6 1.246 
0.7 1.34 
0.8 1.526 
0.9 1.65 
1 1.812 
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ภำพที่ ง.1 สีของสารละลายที่ได้จากการวิเคราะห์หาปริมาณน้ าตาล N-acetylglucosamine เพ่ือ
สร้างกราฟน้ าตาล N-acetylglucosamine มาตรฐาน 

หลอดที่ 1   สารละลายน้ าตาล N-acetylglucosamine ความเข้มข้น 0.1 x10-5    (โมลต่อลิตร) 
หลอดที่ 2   สารละลายน้ าตาล N-acetylglucosamine ความเข้มข้น 0.2 x10-5    (โมลต่อลิตร) 
หลอดที่ 3   สารละลายน้ าตาล N-acetylglucosamine ความเข้มข้น 0.3 x10-5      (โมลต่อลิตร) 
หลอดที่ 4   สารละลายน้ าตาล N-acetylglucosamine ความเข้มข้น 0.4 x10-5     (โมลต่อลิตร) 
หลอดที่ 5   สารละลายน้ าตาล N-acetylglucosamine ความเข้มข้น 0.5 x10-5     (โมลต่อลิตร) 
หลอดที่ 6   สารละลายน้ าตาล N-acetylglucosamine ความเข้มข้น 0.6 x10-5    (โมลต่อลิตร)
หลอดที่ 7   สารละลายน้ าตาล N-acetylglucosamine ความเข้มข้น 0.7 x10-5      (โมลต่อลิตร) 
หลอดที่ 8   สารละลายน้ าตาล N-acetylglucosamine ความเข้มข้น 0.8 x10-5     (โมลต่อลิตร) 
หลอดที่ 9   สารละลายน้ าตาล N-acetylglucosamine ความเข้มข้น 0.9 x10-5    (โมลต่อลิตร) 
หลอดที่ 10 สารละลายน้ าตาล N-acetylglucosamine ความเข้มข้น 1.0 x10-5      (โมลต่อลิตร) 
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ภำพท่ี ง.2  กราฟน้ าตาล N-acetylglucosamine 
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ภำคผนวก จ 
ข้อมูลทำงกำรทดลอง 

1.ผลกำรทดลองกำรหำสภำวะท่ีเหมำะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์ไฮยำลูโรนิเดส 
1.1 ผลกำรทดลองค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำงของสำรละลำยบัฟเฟอร์ (ค่ำควำมเป็นกรด-ด่ำงที่
เหมำะสมต่อกิจกรรมของเอนไซม์) 
       ผลการทดลองค่าการดูดกลืนแสงท าการทดสอบเพ่ือน าค่าที่ได้ไปเปลี่ยนเป็นน้ าตาลรีดิวซ์เพ่ือ
พิจาณาประสิทธิภาพของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสต่อสับสเตรทกรดไฮยาลูโรนิกที่ค่าความเป็นกรด-ด่าง
ต่างๆ 
 

 

ภำพที่ จ.1 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 585 นาโนเมตร และเวลาที่ค่า
ความเป็นกรด-ด่าง ต่างๆ 
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ภำพที่ จ.2 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 585 นาโนเมตร และเวลา            
ที่อุณหภูมิต่างๆ 
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2.ผลกำรศึกษำสมบัติทำงจลนพลศำสตร์ของเอนไซม์ 
2.1 ผลการศึกษาสมบัติทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง
เพ่ือท าการทดสอบประสิทธิภาพของเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดสต่อสับสเตรทกรดไฮยาลูโรนิกที่ความ
เข้มข้นต่างๆ โดยน าค่าที่ได้ไปเปลี่ยนเป็นน้ าตาลรีดิวซ์ และน าค่าในช่วงที่มีประสิทธิภาพการย่อยเป็น
แบบ log-phase ไปวิเคราะห์อัตราการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์ เพ่ือน าค่าไปสร้างกราฟส าหรับหาค่า
ทางจลนพลศาสตร์ของเอนไซม์ 
 

 
ภำพที่ จ.3 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 585 นาโนเมตร และเวลา         

ทีเ่กดิปฏิกิริยาในระดับความเข้มข้นของสับสเตรทต่างๆ 
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ภำคผนวก ฉ 
ล ำดับนิวคลีโอไทด ์

ฉ.1 ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของ hyaluronan synthase gene ATCC 6550 (Streptococcus  
pyogenes) 
 นิวคลีโอไทด์ต้นแบบที่ต้องการท าการโคลนโดยในงานวิจัยจะท าการตัดบริเวณ แถบที่มีการ
ไฮไลท์หรือsignal peptide ออกก่อนท าการโคลน เพ่ือให้ได้พลาสมิดที่สามารถแสดงออกของโปรตีน
ออกนอกเซลล์หรือเพ่ือให้ง่ายในการผลิตเอนไซม์ไฮยาลูโรนิเดส 
  V  N  T  Y  F  C  T  H  H  K  Q  L  L  L  Y  S  N  L  F  L 

       1 GTGAATACTTATTTTTGCACACACCATAAACAATTACTACTTTATTCAAACCTATTCCTT 

  S  F  A  M  M  G  Q  G  T  A  I  Y  A  D  T  L  T  S  N  S 

      61 AGCTTTGCTATGATGGGCCAAGGAACTGCCATTTATGCCGATACACTGACTTCAAATTCA 

  E  P  N  N  T  Y  F  Q  T  Q  T  L  T  T  T  D  S  E  K  K 

     121 GAACCTAATAATACTTACTTTCAAACGCAAACGCTCACTACTACAGATAGCGAAAAAAAG 

  V  V  Q  P  Q  Q  K  D  Y  Y  T  E  L  L  D  Q  W  N  S  I 

     181 GTAGTACAGCCACAACAAAAAGACTACTATACTGAATTGTTAGACCAATGGAACAGTATT 

  I  A  G  N  D  A  Y  D  K  T  N  P  D  M  V  T  F  H  N  K 

     241 ATCGCAGGCAACGATGCTTATGATAAAACCAATCCTGACATGGTCACTTTTCATAATAAA 

  A  E  K  D  A  Q  N  I  I  K  S  Y  Q  G  L  D  H  E  N  R 

     301 GCTGAAAAGGACGCTCAAAACATTATTAAAAGCTATCAAGGGCTTGACCACGAAAATAGA 

  T  Y  L  W  E  H  A  K  D  Y  S  A  S  A  N  I  T  K  T  Y 

     361 ACTTACCTTTGGGAGCATGCAAAGGATTATTCCGCTTCTGCTAATATCACGAAAACTTAC 

  R  N  I  E  K  I  A  K  Q  I  T  N  P  E  S  C  Y  Y  Q  D 

     421 CGCAATATTGAAAAAATAGCAAAACAGATCACTAATCCTGAATCATGCTATTATCAAGAT 

  S  K  A  I  A  I  V  K  D  G  M  A  F  M  Y  E  H  A  Y  N 

     481 AGTAAAGCTATTGCTATTGTAAAAGACGGTATGGCCTTCATGTATGAACACGCTTATAAT 

  L  D  R  E  N  H  Q  T  T  G  K  E  N  K  E  N  W  W  D  Y 

     541 CTAGATCGTGAAAATCATCAAACAACTGGAAAAGAAAACAAAGAAAATTGGTGGGATTAT 

  E  I  G  T  P  R  A  I  N  N  T  L  S  L  M  Y  P  Y  F  T 

     601 GAAATTGGAACTCCTCGTGCTATTAATAATACCTTATCCTTGATGTATCCTTATTTTACT 

  Q  E  E  I  L  K  Y  T  A  P  I  E  K  F  V  P  D  P  T  R 

     661 CAAGAAGAAATTCTTAAATACACAGCTCCAATCGAAAAATTTGTGCCTGACCCTACTCGT 

  F  R  V  R  A  A  N  F  P  P  F  E  A  N  S  G  N  L  I  D 

     721 TTTAGGGTTCGCGCTGCCAATTTTCCACCTTTTGAAGCCAATAGCGGAAATTTAATTGAT 

  M  G  R  V  K  L  I  S  G  I  L  R  K  D  D  L  E  I  S  D 

     781 ATGGGACGTGTTAAACTCATTTCCGGTATTCTTCGTAAAGATGATCTCGAAATTAGTGAT 

  T  I  K  A  I  E  K  V  F  T  L  V  D  E  G  N  G  F  Y  Q 

     841 ACAATCAAAGCAATTGAGAAAGTTTTCACGCTAGTTGATGAAGGAAATGGTTTTTACCAA 

  D  G  S  L  I  D  H  V  V  T  N  A  Q  S  P  L  Y  K  K  G 

     901 GACGGTTCTTTAATTGATCACGTGGTTACTAATGCTCAAAGTCCACTTTATAAAAAAGGC 

  I  A  Y  T  G  A  Y  G  N  V  L  I  D  G  L  S  Q  L  I  P 

     961 ATTGCTTACACTGGAGCTTACGGTAATGTGCTTATAGATGGCTTATCGCAATTAATTCCT 

  I  I  Q  K  T  K  S  P  I  E  A  D  K  M  A  T  I  Y  H  W 

    1021 ATTATTCAAAAAACAAAATCTCCTATAGAAGCGGATAAAATGGCTACTATTTATCATTGG 

  I  N  H  S  F  F  P  I  I  V  R  G  E  M  M  D  M  T  R  G 

    1081 ATTAACCATTCTTTTTTCCCTATCATCGTTCGTGGAGAAATGATGGATATGACTCGAGGG 

  R  S  I  S  R  F  N  A  Q  S  H  V  A  G  I  E  A  L  R  A 

    1141 CGTTCTATCAGTCGTTTTAATGCTCAATCTCATGTTGCTGGCATTGAAGCACTTCGTGCT 

  I  L  R  I  A  D  M  S  E  E  P  H  R  L  A  L  K  T  R  I 

    1201 ATTTTACGTATTGCTGACATGTCTGAAGAGCCTCACCGTTTGGCACTTAAAACACGTATA 

  K  T  L  V  T  Q  G  N  V  F  Y  N  V  Y  D  N  L  K  T  Y 

    1261 AAAACACTCGTCACACAAGGGAATGTTTTTTACAATGTCTATGATAATTTGAAAACCTAT 

  H  D  I  K  L  M  K  E  L  L  S  D  T  S  V  P  V  Q  K  L 

    1321 CACGATATCAAACTTATGAAAGAGCTACTAAGTGATACTTCTGTTCCAGTCCAAAAACTT 

  D  S  Y  V  A  S  F  N  S  M  D  K  L  A  L  Y  N  N  K  H 

    1381 GATAGTTACGTAGCTAGTTTCAATAGTATGGATAAATTGGCACTATATAATAATAAACAC 
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  D  F  A  F  G  L  S  M  F  S  N  R  T  Q  N  Y  E  A  M  N 

    1441 GATTTTGCTTTTGGCCTATCCATGTTTTCGAATCGAACTCAAAATTATGAAGCTATGAAT 

  N  E  N  L  H  G  W  F  T  S  D  G  M  F  Y  L  Y  N  N  D 

    1501 AATGAAAATCTTCATGGCTGGTTTACTTCTGATGGAATGTTTTACCTATACAATAACGAT 

  L  G  H  Y  S  E  N  Y  W  A  T  V  N  P  Y  R  L  P  G  T 

    1561 TTAGGACACTACAGTGAAAACTATTGGGCAACGGTAAATCCCTACCGCTTACCTGGAACC 

  T  E  T  E  Q  K  P  L  E  G  T  P  E  N  I  K  T  N  Y  Q 

    1621 ACAGAAACTGAGCAAAAACCACTAGAGGGAACTCCTGAGAATATTAAAACGAACTATCAA 

  Q  V  G  M  T  S  L  S  D  D  A  F  V  A  S  K  K  L  N  N 

    1681 CAAGTTGGCATGACTAGCCTCTCTGATGATGCTTTTGTTGCAAGTAAAAAACTTAATAAT 

  T  S  A  L  A  A  M  T  F  T  N  W  N  K  S  L  T  L  N  K 

    1741 ACAAGTGCTCTAGCTGCTATGACCTTCACTAATTGGAATAAAAGTCTCACCCTCAATAAA 

  G  W  F  I  L  R  N  K  I  I  F  V  G  S  N  I  K  N  Q  S 

    1801 GGGTGGTTTATCTTAAGAAACAAAATAATCTTTGTTGGTAGCAATATCAAAAACCAGTCA 

  S  H  K  A  Y  T  T  I  E  Q  R  K  E  N  Q  K  H  P  Y  C 

    1861 TCTCACAAGGCGTATACAACTATTGAGCAACGAAAAGAAAATCAAAAGCACCCTTACTGT 

  S  Y  V  N  N  Q  P  V  D  L  N  N  Q  L  V  D  F  T  N  T 

    1921 TCTTATGTTAACAATCAACCCGTTGACTTGAATAATCAGCTAGTTGATTTTACAAACACT 

  K  S  I  F  L  E  S  D  D  P  A  Q  N  I  G  Y  Y  F  F  K 

    1981 AAAAGTATTTTCCTTGAAAGTGATGATCCCGCTCAAAATATTGGTTACTACTTCTTCAAG 

  P  T  T  L  S  I  S  K  A  L  Q  T  G  K  W  Q  N  I  K  A 

    2041 CCAACAACACTTAGCATAAGTAAGGCGCTTCAAACAGGGAAATGGCAAAACATAAAAGCT 

  D  D  K  S  P  E  A  I  K  E  V  S  N  T  F  I  T  I  M  Q 

    2101 GATGACAAATCACCAGAAGCCATCAAAGAAGTTTCAAATACCTTTATCACTATCATGCAA 

  N  H  T  Q  D  G  D  R  Y  A  Y  M  M  L  P  N  M  T  R  Q 

    2161 AACCATACTCAAGATGGCGATCGTTATGCCTATATGATGCTTCCAAATATGACTCGTCAA 

  E  F  E  T  Y  I  S  K  L  D  I  D  L  L  E  N  N  D  K  L 

    2221 GAATTTGAAACCTATATTAGCAAGCTTGATATCGACTTGTTAGAAAACAATGACAAACTG 

  A  A  V  Y  D  H  D  S  Q  Q  M  H  V  I  H  Y  E  K  K  A 

    2281 GCCGCTGTCTACGATCATGATAGTCAACAGATGCACGTCATTCACTATGAAAAAAAAGCA 

  T  T  F  S  N  H  N  L  S  H  Q  G  F  Y  S  F  P  H  P  V 

    2341 ACGACGTTTTCAAATCATAATCTTTCTCATCAAGGCTTTTATAGTTTTCCTCATCCTGTC 

  K  Q  N  Q  Q  Q  K  F  A  H  Q  G  I  A  A  K  N  N  A  L 

    2401 AAGCAAAATCAGCAACAAAAGTTTGCTCATCAAGGAATTGCAGCTAAAAACAATGCTCTT 

  N  S  H  K  I  P  H  K  R  Q  R  R  L  P  R  T  G  Y  Q  S 

    2461 AACTCTCATAAAATTCCCCACAAAAGACAACGACGCTTACCGCGTACTGGGTATCAGTCC 

  S  S  L  E  F  L  G  G  A  L  V  A  S  F  N  H  I  T  K  P 

    2521 TCCTCATTAGAGTTCTTAGGTGGAGCTTTAGTTGCTTCTTTTAACCATATCACAAAACCC 

  F  R  K  K  D  L  R  I  * 

    2581 TTTCGTAAGAAAGACTTAAGGATTTAG 

_ 

 

 

 

 

 



109 

ฉ.2. ผลกำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของ hyaluronan synthase gene จำกเชื้อ Streptococcus pyogenes ATCC 6550TM ให้กับ pQE80-L 
expression vector cell JM109 ที่ท ำกำรโคลนยีน ในด้ำนforward เปรียบเทียบ กับล ำดับนิวคลีโอไทด์ของ hyaluronan synthase gene ต้นแบบท่ี
ท ำกำรปรับปรุงสำยพันธ์  

 จำกผลกำรทดลองพบว่ำเม่ือเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์ของท่ีผ่ำนกำรปรับปรุงสำยพันธุ์กับนิวคลีโอไทด์มำตรฐำนพบว่ำมควำมคล้ำยคลึงกันถึง 

99 % เมื่อเปรียบเทียบด้วยโปรแกรมใน  

                      1                                                                                                100 

       3_HyAf     (1) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA     (1) GTGAATACTTATTTTTGCACACACCATAAACAATTACTACTTTATTCAAACCTATTCCTTAGCTTTGCTATGATGGGCCAAGGAACTGCCATTTATGCCG 

                      101                                                                                              200 

       3_HyAf     (1) --------------AATTTATA--CATATACT--TTACTTTCAAACGCAAACGCTCACTACTACAGATAGCGAAAAAAAGGTAGTACAGCCACAACAAAA 

EU078696_HylA   (101) ATACACTGACTTCAAATTCAGAACCTAATAATACTTACTTTCAAACGCAAACGCTCACTACTACAGATAGCGAAAAAAAGGTAGTACAGCCACAACAAAA 

                      201                                                                                              300 

       3_HyAf    (83) AGACTACTATACTGAATTGTTAGACCAATGGAACAGTATTATCGCAGGCAACGATGCTTATGATAAAACCAATCCTGACATGGTCACTTTTCATAATAAA 

EU078696_HylA   (201) AGACTACTATACTGAATTGTTAGACCAATGGAACAGTATTATCGCAGGCAACGATGCTTATGATAAAACCAATCCTGACATGGTCACTTTTCATAATAAA 

                      301                                                                                              400 

       3_HyAf   (183) GCTGAAAAGGATGCTCAAAACATTATTAAAAGCTATCAAGGGCTTGACCACGAAAATAGAACTTACCTTTGGGAGCATGCAAAGGATTATTCCGCTTCTG 

EU078696_HylA   (301) GCTGAAAAGGACGCTCAAAACATTATTAAAAGCTATCAAGGGCTTGACCACGAAAATAGAACTTACCTTTGGGAGCATGCAAAGGATTATTCCGCTTCTG 

                      401                                                                                              500 

       3_HyAf   (283) CTAATATCACGAAAACTTACCGCAATATTGAAAAAATAGCAAAACAGATCACTAATCCTGAATCATGCTATTATCAAGATAGTAAAGCTATTGCTATTGT 

EU078696_HylA   (401) CTAATATCACGAAAACTTACCGCAATATTGAAAAAATAGCAAAACAGATCACTAATCCTGAATCATGCTATTATCAAGATAGTAAAGCTATTGCTATTGT 

                      501                                                                                              600 

       3_HyAf   (383) AAAAGGCGGTATGGCCTTCATGTATGAACACGCTTATAATCTAGATCGTGAAAATCATCAAACAACTGGAAAAGAAAACAAAGAAAATTGGTGGGATTAT 

EU078696_HylA   (501) AAAAGACGGTATGGCCTTCATGTATGAACACGCTTATAATCTAGATCGTGAAAATCATCAAACAACTGGAAAAGAAAACAAAGAAAATTGGTGGGATTAT 

                      601                                                                                              700 

       3_HyAf   (483) GAAATTGGAACTCCTCGTGCTATTAATAATACCTTATCCTTGATGTATCCTTATTTTACTCAAGAAGAAATTCTTAAATACACAGCTCCAATCGAAAAAT 

EU078696_HylA   (601) GAAATTGGAACTCCTCGTGCTATTAATAATACCTTATCCTTGATGTATCCTTATTTTACTCAAGAAGAAATTCTTAAATACACAGCTCCAATCGAAAAAT 

                      701                                                                                              800 

       3_HyAf   (583) TTGTGCCTGACCCTACTCGTTTTAGGGTTCGCGCTGCCAATTTTCCACCTTTTGAAGCCAATAGCGGAAATTTAATTGATATGGGACGTGTTAAACTCAT 

EU078696_HylA   (701) TTGTGCCTGACCCTACTCGTTTTAGGGTTCGCGCTGCCAATTTTCCACCTTTTGAAGCCAATAGCGGAAATTTAATTGATATGGGACGTGTTAAACTCAT 

                      801                                                                                              900 
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       3_HyAf   (683) TTCCGGTATTCTTCGTAAAGATGATCTCGAAATTAGTGATACAATCAAAGCAATTGAGAAAGTTTTCACGCTAGTTGATGAAGGAAATGGTTTTTACCAA 

EU078696_HylA   (801) TTCCGGTATTCTTCGTAAAGATGATCTCGAAATTAGTGATACAATCAAAGCAATTGAGAAAGTTTTCACGCTAGTTGATGAAGGAAATGGTTTTTACCAA 

                      901                                                                                             1000 

       3_HyAf   (783) GACGGTTCTTTAATTGATCACGTGGTTACTAATGCTCAAAGTCCACTTTATAAAAAAGGCATTGCTTACACTGGAACTTACGGGAAAGGTGCTTATAGAT 

EU078696_HylA   (901) GACGGTTCTTTAATTGATCACGTGGTTACTAATGCTCAAAGTCCACTTTATAAAAAAGGCATTGCTTACACTGGAGCTTACGGTAATG-TGCTTATAGAT 

                      1001                                                                                            1100 

       3_HyAf   (883) GGCTTATCGCAATTAATTCCCCATTATTCGAAAAGC---------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (1000) GGCTTATCGCAATTAATTCCT-ATTATTCAAAAAACAAAATCTCCTATAGAAGCGGATAAAATGGCTACTATTTATCATTGGATTAACCATTCTTTTTTC 

                      1101                                                                                            1200 

       3_HyAf   (919) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (1099) CCTATCATCGTTCGTGGAGAAATGATGGATATGACTCGAGGGCGTTCTATCAGTCGTTTTAATGCTCAATCTCATGTTGCTGGCATTGAAGCACTTCGTG 

                      1201                                                                                            1300 

       3_HyAf   (919) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (1199) CTATTTTACGTATTGCTGACATGTCTGAAGAGCCTCACCGTTTGGCACTTAAAACACGTATAAAAACACTCGTCACACAAGGGAATGTTTTTTACAATGT 

                      1301                                                                                            1400 

       3_HyAf   (919) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (1299) CTATGATAATTTGAAAACCTATCACGATATCAAACTTATGAAAGAGCTACTAAGTGATACTTCTGTTCCAGTCCAAAAACTTGATAGTTACGTAGCTAGT 

                      1401                                                                                            1500 

       3_HyAf   (919) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (1399) TTCAATAGTATGGATAAATTGGCACTATATAATAATAAACACGATTTTGCTTTTGGCCTATCCATGTTTTCGAATCGAACTCAAAATTATGAAGCTATGA 

                      1501                                                                                            1600 

       3_HyAf   (919) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (1499) ATAATGAAAATCTTCATGGCTGGTTTACTTCTGATGGAATGTTTTACCTATACAATAACGATTTAGGACACTACAGTGAAAACTATTGGGCAACGGTAAA 

                      1601                                                                                            1700 

       3_HyAf   (919) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (1599) TCCCTACCGCTTACCTGGAACCACAGAAACTGAGCAAAAACCACTAGAGGGAACTCCTGAGAATATTAAAACGAACTATCAACAAGTTGGCATGACTAGC 

                      1701                                                                                            1800 

       3_HyAf   (919) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (1699) CTCTCTGATGATGCTTTTGTTGCAAGTAAAAAACTTAATAATACAAGTGCTCTAGCTGCTATGACCTTCACTAATTGGAATAAAAGTCTCACCCTCAATA 

                      1801                                                                                            1900 

       3_HyAf   (919) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (1799) AAGGGTGGTTTATCTTAAGAAACAAAATAATCTTTGTTGGTAGCAATATCAAAAACCAGTCATCTCACAAGGCGTATACAACTATTGAGCAACGAAAAGA 

                      1901                                                                                            2000 

       3_HyAf   (919) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (1899) AAATCAAAAGCACCCTTACTGTTCTTATGTTAACAATCAACCCGTTGACTTGAATAATCAGCTAGTTGATTTTACAAACACTAAAAGTATTTTCCTTGAA 

                      2001                                                                                            2100 

       3_HyAf   (919) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (1999) AGTGATGATCCCGCTCAAAATATTGGTTACTACTTCTTCAAGCCAACAACACTTAGCATAAGTAAGGCGCTTCAAACAGGGAAATGGCAAAACATAAAAG 

                      2101                                                                                            2200 

       3_HyAf   (919) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 
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EU078696_HylA  (2099) CTGATGACAAATCACCAGAAGCCATCAAAGAAGTTTCAAATACCTTTATCACTATCATGCAAAACCATACTCAAGATGGCGATCGTTATGCCTATATGAT 

                      2201                                                                                            2300 

       3_HyAf   (919) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (2199) GCTTCCAAATATGACTCGTCAAGAATTTGAAACCTATATTAGCAAGCTTGATATCGACTTGTTAGAAAACAATGACAAACTGGCCGCTGTCTACGATCAT 

                      2301                                                                                            2400 

       3_HyAf   (919) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (2299) GATAGTCAACAGATGCACGTCATTCACTATGAAAAAAAAGCAACGACGTTTTCAAATCATAATCTTTCTCATCAAGGCTTTTATAGTTTTCCTCATCCTG 

                      2401                                                                                            2500 

       3_HyAf   (919) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (2399) TCAAGCAAAATCAGCAACAAAAGTTTGCTCATCAAGGAATTGCAGCTAAAAACAATGCTCTTAACTCTCATAAAATTCCCCACAAAAGACAACGACGCTT 

                      2501                                                                                            2600 

       3_HyAf   (919) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (2499) ACCGCGTACTGGGTATCAGTCCTCCTCATTAGAGTTCTTAGGTGGAGCTTTAGTTGCTTCTTTTAACCATATCACAAAACCCTTTCGTAAGAAAGACTTA 

                      2601 

       3_HyAf   (919) --------- 

EU078696_HylA  (2599) AGGATTTAG 
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ฉ.2. ผลกำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของ hyaluronan synthase gene จำกเชื้อ Streptococcus pyogenes ATCC 6550TM ให้กับ pQE80-L 
expression vector cell JM109 ที่ท ำกำรโคลนยีนในด้ำน reward เปรียบเทียบ กับล ำดับนิวคลีโอไทด์ของ hyaluronan synthase gene ต้นแบบที่ท ำ
กำรปรับปรุงสำยพันธ์  

                      1                                                                                                100 

       3_HyAr     (1) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA     (1) GTGAATACTTATTTTTGCACACACCATAAACAATTACTACTTTATTCAAACCTATTCCTTAGCTTTGCTATGATGGGCCAAGGAACTGCCATTTATGCCG 

                      101                                                                                              200 

       3_HyAr     (1) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA   (101) ATACACTGACTTCAAATTCAGAACCTAATAATACTTACTTTCAAACGCAAACGCTCACTACTACAGATAGCGAAAAAAAGGTAGTACAGCCACAACAAAA 

                      201                                                                                              300 

       3_HyAr     (1) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA   (201) AGACTACTATACTGAATTGTTAGACCAATGGAACAGTATTATCGCAGGCAACGATGCTTATGATAAAACCAATCCTGACATGGTCACTTTTCATAATAAA 

                      301                                                                                              400 

       3_HyAr     (1) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA   (301) GCTGAAAAGGACGCTCAAAACATTATTAAAAGCTATCAAGGGCTTGACCACGAAAATAGAACTTACCTTTGGGAGCATGCAAAGGATTATTCCGCTTCTG 

                      401                                                                                              500 

       3_HyAr     (1) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA   (401) CTAATATCACGAAAACTTACCGCAATATTGAAAAAATAGCAAAACAGATCACTAATCCTGAATCATGCTATTATCAAGATAGTAAAGCTATTGCTATTGT 

                      501                                                                                              600 

       3_HyAr     (1) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA   (501) AAAAGACGGTATGGCCTTCATGTATGAACACGCTTATAATCTAGATCGTGAAAATCATCAAACAACTGGAAAAGAAAACAAAGAAAATTGGTGGGATTAT 

                      601                                                                                              700 

       3_HyAr     (1) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA   (601) GAAATTGGAACTCCTCGTGCTATTAATAATACCTTATCCTTGATGTATCCTTATTTTACTCAAGAAGAAATTCTTAAATACACAGCTCCAATCGAAAAAT 

                      701                                                                                              800 

       3_HyAr     (1) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA   (701) TTGTGCCTGACCCTACTCGTTTTAGGGTTCGCGCTGCCAATTTTCCACCTTTTGAAGCCAATAGCGGAAATTTAATTGATATGGGACGTGTTAAACTCAT 

                      801                                                                                              900 

       3_HyAr     (1) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA   (801) TTCCGGTATTCTTCGTAAAGATGATCTCGAAATTAGTGATACAATCAAAGCAATTGAGAAAGTTTTCACGCTAGTTGATGAAGGAAATGGTTTTTACCAA 

                      901                                                                                             1000 

       3_HyAr     (1) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA   (901) GACGGTTCTTTAATTGATCACGTGGTTACTAATGCTCAAAGTCCACTTTATAAAAAAGGCATTGCTTACACTGGAGCTTACGGTAATGTGCTTATAGATG 

                      1001                                                                                            1100 

       3_HyAr     (1) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (1001) GCTTATCGCAATTAATTCCTATTATTCAAAAAACAAAATCTCCTATAGAAGCGGATAAAATGGCTACTATTTATCATTGGATTAACCATTCTTTTTTCCC 
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                      1101                                                                                            1200 

       3_HyAr     (1) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (1101) TATCATCGTTCGTGGAGAAATGATGGATATGACTCGAGGGCGTTCTATCAGTCGTTTTAATGCTCAATCTCATGTTGCTGGCATTGAAGCACTTCGTGCT 

                      1201                                                                                            1300 

       3_HyAr     (1) --------------------------------------------------------------------------GGGGTGGAAAGTTTTTGATGATATGG 

EU078696_HylA  (1201) ATTTTACGTATTGCTGACATGTCTGAAGAGCCTCACCGTTTGGCACTTAAAACACGTATAAAAACACTCGTCACACAAGGGAATGTTTTTTACAATGTCT 

                      1301                                                                                            1400 

       3_HyAr    (27) ATTAAAAGAAGCAACTAAAGCTCCACCTAAGAACTCTAATGAGGAGG-ACTGATACCCCCTTCTCGGTAAGCGTCGTTGTCTTTTGTGGGGAATTTTATG 

EU078696_HylA  (1301) ATGATAATTTGAAAACCTATCACGATATCA-AACT-TATGAAAGAGCTACTAAGTGATACTTCT--GTTCCAGTCCAAAAACTTGATAGTTACGTAGCT- 

                      1401                                                                                            1500 

       3_HyAr   (126) AGAGTTAAGAGCATTGTTTT-TAGCTGCAATTCCTTGATGAGCAAACTTTTGTTGCTGATTT-----TGCTTGACAGGCATGAGGAAAACTATAAAGCCT 

EU078696_HylA  (1396) AGTTTCAATAGTATGGATAAATTGGCACTATATAATAATAAACACGATTTTGCTTTTGGCCTATCCATGTTTTCGAATCGAACTCAAAATTATGAAGCTA 

                      1501                                                                                            1600 

       3_HyAr   (220) TGT---ATGAGAAAGATTATGATTTGAAAACGTC--GTTGCTTTTTTTTCATAGTGAATGACGTGCATCTGTTGACTATCATGA----TCGTAGACAGCG 

EU078696_HylA  (1496) TGAATAATGAAAATCTTCATGGCTGGTTTACTTCTGATGGAATGTTTTACCTATACAATAACGAT--TTAGGACACTACAGTGAAAACTATTGGGCAACG 

                      1601                                                                                            1700 

       3_HyAr   (311) GCCCGTTTGTCATTGTTTTCTGACAAGTCGATATCAAGCTTGCCAATA--AATTCTTATTATTCCCGACTATCCAAAAATGGCAGAATCCTAAAGGCTTA 

EU078696_HylA  (1594) GTAAATCCCTACCGCTTACCTGGAA---CCACAGAAACTGAGCAAAAACCACTAGAGGGAACTCCTGAGAATATTAAAACGA-ACTATCAACAAGTTGGC 

                      1701                                                                                            1800 

       3_HyAr   (409) ACTATCACCGGGTTGTGTGATGTGTTGCATGGAAGAGATAAAGGCACCTCCAACTAACTTTGATGGAGTCGGACTGA--TTTGTCATCACGCTTTTATGT 

EU078696_HylA  (1690) ATGACTAGCCTCTCTGATGATGCTTTTGTTGCAAGTAAAAAA----CTTAATAATACAAGTGCTCTAGCTGCTATGACCTTCACTAATTGGAATAAAAGT 

                      1801                                                                                            1900 

       3_HyAr   (507) TTCTGCCATCTCCCGGGGTTGAATCTGCCTCAAATTATGCTAACATGTTGTTGGACCTGCACTACTAGTGAACCAGAAATCTTGAGCTGGGATCTTCATG 

EU078696_HylA  (1786) CTCACCCTCAATAAAGGGTGGTTTATCTTAAGAAACAAAATAATCT-TTGTTGGTA--GCAATATCAAA-AACCAGTCATCTC-ACAAGGCGTATACAAC 

                      1901                                                                                            2000 

       3_HyAr   (607) CTT----CACGGAAAATACGATATATAG------TCCTG--CCAATGTCGACTAGCGAGAA-TAGATCT-AGTACACCG-TGGTTGACTTGTTAA-CAC- 

EU078696_HylA  (1881) TATTGAGCAACGAAAAGAAAATCAAAAGCACCCTTACTGTTCTTATGTTAACAATCAACCCGTTGACTTGAATAATCAGCTAGTTGATTTTACAAACACT 

                      2001                                                                                            2100 

       3_HyAr   (690) -AAAGTAG---C-ATGTAAGGG-TGCTCTG--TTGAACTACCAGTTA--ACTTGCTCAAGG-AGAAGTATTACGCCCATGGAAATACGAGCCGAGCTTAA 

EU078696_HylA  (1981) AAAAGTATTTTCCTTGAAAGTGATGATCCCGCTCAAAATATTGGTTACTACTTCTTCAAGCCAACAACACTTAGCATAAGTAAGG-CGCTTCAAAC--AG 

                      2101                                                                                            2200 

       3_HyAr   (779) TGATATATGCGTAGCATGCAAAAGCGTCATCAAAGTTCTCCGAAAGAGTTAACCTGCGCTATAACTGAAGAATAAGTACTTTCTGGC----CCCGCGTC- 

EU078696_HylA  (2078) GGAAATG-GCAAAACAT--AAAAGC-TGATGACAAATCACCAGAAGCCATCAAAGAAGTTTCAAAT--ACCTTTATCACTATCATGCAAAACCATACTCA 

                      2201                                                                                            2300 

       3_HyAr   (874) -GGTGCATAGCTGAATAC-TACCTTATTCTTCTCATTGTGATGAAGTGTGCATAGGATACCTAGACGGGCATTAC-GTTA-------------------- 

EU078696_HylA  (2172) AGATGGCGATCGTTATGCCTATATGATGCTTCCAAATATGACTCGTCAAGAATTTGAAACCTATATTAGCAAGCTTGATATCGACTTGTTAGAAAACAAT 

                      2301                                                                                            2400 
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       3_HyAr   (951) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (2272) GACAAACTGGCCGCTGTCTACGATCATGATAGTCAACAGATGCACGTCATTCACTATGAAAAAAAAGCAACGACGTTTTCAAATCATAATCTTTCTCATC 

                      2401                                                                                            2500 

       3_HyAr   (951) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (2372) AAGGCTTTTATAGTTTTCCTCATCCTGTCAAGCAAAATCAGCAACAAAAGTTTGCTCATCAAGGAATTGCAGCTAAAAACAATGCTCTTAACTCTCATAA 

                      2501                                                                                            2600 

       3_HyAr   (951) ---------------------------------------------------------------------------------------------------- 

EU078696_HylA  (2472) AATTCCCCACAAAAGACAACGACGCTTACCGCGTACTGGGTATCAGTCCTCCTCATTAGAGTTCTTAGGTGGAGCTTTAGTTGCTTCTTTTAACCATATC 

                      2601                            2636 

       3_HyAr   (951) ------------------------------------ 

EU078696_HylA  (2572) ACAAAACCCTTTCGTAAGAAAGACTTAAGGATTTAG
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