
การโค»นแa « ก าร lia«งออกของอ็นกรุโค»ไอโซ I มอ1ร3 จาก
S i r e p f c o » y c e s  5 p . 190-1  I n  E s c h e r i c h i a  COl i

นางaาว รัชขํ ไ»ยฟ่ร«จง

วิทอานินนธนิlâ นอ้วนหนิงของการคิกษาตาฆนอ้กรุ«รปริทุทุาวิฑอาคาa«รมเทบัผพิ»
อาควิชาจุ»ช็ววิฑอา

ษัณ,ชิ«วิฑอาas จุป้า»งกร&มเทวิทอาอ้อ
น .ค.2 5 3 7

I S B N  9 7 4 - 5 8 3 - 8 4 6 - 2
อ้ขอ้ท*ของบัแทิ«วิทอาอ้อ จป้าaงกร£เมเทวิฑอาอ้อ

1 1 2 I I & M M -



C l o n i n g  and E x p r e s s i o n  o f  G l u c o s e  I s o m e r a s e  Gene f ro m

S t r e p t o a y c e s  s p . 1 9 0 - 1  i n  E s c h e r i c h i a  C O l i

M i s s  R a t c h a n e e  S a i p r a j o n g

A T h e s i s  S u b m i t t e d  i n  P a r t i a l  F u l f i l l m e n t  o f  t h e  R e q u i r e m e n t s  
f o r  t h e  D e g r e e  o f  M a s t e r  o f  S c i e n c e  

D e p a r t m e n t  o f  M i c r o b i o l o g y  
G r a d u a t e  S c h o o l  

C h u l a l o n g k o r n  U n i v e r s i t y  
1 9 9 4

I S B N  9 7 4 - 5 8 3 - 8 4 6 - 2



หัวข้อวิทยาน ินนธ ก า ร โค ร น  และ ก า ร แ ล ด ง อ อ ก ข อ ง ย ีน ก ล โค ล ไอ โซ !ม อ เร ล  จ าก

S ir e p t o m y c e s  s p .  1 9 0 -1  โน  E s c h e r i c h i a  c o l i

โ ด ย

ภ าค ว ิซ า

อ า จ า ร ย ฑ ื่ป ร ึก ษ า

น า ง ล า ว  ร ัซน ี ไ ล ย ป ร ะ จ ง  

จ ุล ช ีว ว ิท ย า

ร อ ง ค า ล ต ร า จ า ร ย  ด ร .ไ V น ร า ะ  ปีน1พ าน ช ก าร

บ ัน ข ิต ว ิท ย าล ัย  จ ุป ้า ล ง ก ร 0[ม ห า ว ิท ย า ล ัย  อ น ุม ัต ิให ัน ับ ว ิท ยาน ิน น ธฉ บ ับ น ี้!ส ์น ล ่วน ห น ิ่ง

ข อ ง ก า ร ต ิก ษ า ต าม ห ล ัก ล ต ร ป ร ิช ุช ุา ม ห า บ ัน ข ิต

ไน ฺ ค น บ ด ีบ ัน ซ ิต ว ิท ยาล ัย

( ศ า ล ต ร า จ า ร ย  ด ร .ถ า ว ร  ว ัช ร า ภ ัย )

ค น ะ ก ร ร ม ก าร ล อ บ ว ิท ย าน ิน น ธ

..........?‘ค ..
( ผ ุ้ช ่ว อ ต ิา ล ต ร า จ า ร ย  ด ร .ล ุ

ป ร ะ ธ า น ก ร ร ม ก า ร  

ล !ท น  ธ น ิย ว ัน )

/  ^/)>*น I .อ า จ า ร อ ท ี่ป ร ึก ษ า

( ร อ ง ค า ล ต ร า จ า ร ย  ด ร . ไ น เ ร า ะ  น ิ่น น าน ิช ก าร )

. ; * . v . . ก ร ร ม ก า ร

( ร อ ง ศ า ล ต ร า จ า ร ย  ด ร .ค ิร ิน ร  ล ิท ธ ิป ร ะ น ็ต )

. . .  C s y t - r . . ร ิ? ? T T T .........................ก ร ร ม ก า ร

( ผ ้ช ่ว ย ศ า ล ต ร า จ า ร ย  ด ร .อ ัน ช ร ิค า  ร ว า ร ช ร )



ท ิ ม พ ต ้ น น ิ น ้ ท ช '/ม า '• ไ น  ' ไ ท ย  : ไ ไ 'ไ น โ ; : ' ! ย ' ' ’ ; : ; ) ' ไ ท ท .ใ ; ฯ :-; ' ไ  ใ ; !  น ! ฝ น !.ต ี £ ท

ร ี ' ฟ ป ิ  ไ ส ์ ย ป ร ะ ค ง  :  ก า ร โ ค ล น แ ล ะ ก า ร แ ส ์ ด ง อ อ ก ย อ ง ป ี น ก ฐ โ ค ล ื ไ อ โ ฟ เ ม อ เ ร ส ์ ค า ก

S t r e p t o m y c e s  s p . 1 9 0 - 1  ไ น  E s c h e r i c h i a  c o l i  ( C L O N I N G  A N D  E X P R E S S I O N  O F  

G L U C O S E  I S O M E R A S E  G E N E  F R O M  S t r e p t o m y c e s  s p . 1 9 0 - 1  I N  E s c h e r i c h i a  c o l i  

อ .  d ป ? ก พ า  :  ร ด . ด ร . ไ พ เ ร า ะ  ป น พ า ฉ ฟ ก า ร ,  9 4  ห น ้ า .  I S B N  9 7 4 - 5 8 3 - 8 6 4 - 2

ไ ด ้ ท ำ ก า ร โ ค ล น ป ี น ก ล ู โ ค ส ์ ไ อ โ ฟ เ ม อ เ ร ล ื ค า ก  S t r e p t o m y c e s  s p . 1 9 0 - 1  ไ น  

E s c h e r i c h i a  c o l i  H B 1 0 1  โ ด ย ไ ด ้ พ ล า ส ์ ร ด  p U C 1 8  ห ? อ  p U C 1 9  เ ป ็ น พ ล า ล ร ด พ า ห ะ ค า ก ก า ร ด ต เ ล ื อ ก  
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# #  C 3 2 6 1 1 3  :  MAJOR MICROBIOLOGY
K E Y W O R D :  G L U C O S E  I S O M E R A S E / .  G E N E  C L O N I N G /  S t r e p t o m y c e s

R A T C H A N E E  S A I P R A J O N G  ะ  C L O N I N G  A N D  E X P R E S S I O N  O F  G L U C O S E  I S O M E R A S E
G E N E  F R O M  S t r e p t o m y c e s  s p . 1 9 0 - 1  I N  E s c h e r i c h i a  c o l i .
T H E S I S  A D V I S O R  ะ  A S S O .  P R O F .  P A I R O H  P I N P H A N I C H A K A R N ,  P h . D .  9 4  p p .
I S B N  9 7 4 - 5 8 3 - 8 4 6 - 2

G l u c o s e  i s o m e r a s e  g e n e  f r o m  S t r e p t o m y c e s  s p . 1 9 0 - 1  w a s  c l o n e d  i n  

E s c h e r i c h i a  c o l i  H B 1 0 1  b y  u s i n g  p U C l 8  o r  P U C 1 9  a s  c l o n i n g  v e c t o r .
A m p i c i l l i n  r e s i s t a n t  t r a n s f o r m a n t s ,  w e r e  s e l e c t e d  o n  M a c C o n k e y  a g a r  b a s e  

m e d i u m  c o n t a i n i n g  x y l o s e  a s  a n  i n d u c e r .  O n e  s t a b l e  p o s i t i v e  c l o n e ,  n a m e l y  
c l o n e  2 8 9 ,  s h o w i n g  r e d  c o l o n y  w h i c h  i n d i c a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  g l u c o s e  

i s o m e r a s e  g e n e  w a s  o b t a i n e d .  T h e  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d  w a s  d e s i g n a t e d  a s  

p U R 2 8 9 .  G l u c o s e  i s o m e r a s e  a c t i v i t y  o f  E .  c o l i  H B 1 0 1  h a r b o r i n g  p U R 2 8 9  o r  

p U C l 8  w h e n  c u l t i v a t e d  i n  L B  m e d i u m  c o n t a i n i n g  x y l o s e  w e r e  2 7 . 9  a n d  1 1 . 0  
n m o l / m i n / m g  o f  p r o t e i n  r e s p e c t i v e l y ,  w h e n  E .  c o l i  H B 1 0 1  h a r b o r i n g  p U R 2 8 9  

w a s  i n d u c e d  w i t h  I P T G ,  t h e  s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  g l u c o s e  i s o m e r a s e  w a s  3 3 . 3  
n m o l / m i n / m g  o f  p r o t e i n .

S i z e  o f  t h e  D N A  i n s e r t  i n  p U R 2 8 9  w a s  d e t e r m i n e d  b y  a g a r o s e  g e l  

e l e c t r o p h o r e s i s  t o  b e  a p p r o x i m a t e l y  1 . 8  k b .  R e s t r i c t i o n  m a p  o f  t h e  D N A  

i n s e r t  f r o m  t h i s  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d  i n d i c a t e d  t h a t  i t  c o n t a i n e d  a t  l e a s t  

o n e  r e s t r i c t i o n  s i t e  f o r  e a c h  o f  B a n H I ,  t f i n d m  a n d  P s t l .  S u b c l o n i n g  
e x p e r i m e n t s  i n d i c a t e d  t h a t  H i n d l l l - H i u d m  f r a g m e n t  o f  t h e  i n s e r t  D N A  w a s  

e s s e n t i a l  f o r  g e n e  e x p r e s s i o n  w h i l  E c o R I - B a n f J I  a n d  F c o R I - P s t I  f r a g m e n t s  w e r e  
n o t .  T h e  s m a l l e s t  s i z e  o f  t h e  i n s e r t  c a p a b l e  f o r  g e n e  e x p r e s s i o n  w a s  a b o u t  

1 . 4  k b .  S o u t h e r n  b l o t  a n a l y s i s  r e v e a l e d  o n e  p e r f e c t  h y b r i d i z e d  b a n d  b e t w e e n  

P s t l - x b a l  f r a g m e n t  o f  t h e  i n s e r t  a n d  B a n B I  d i g e s t e d  c h r o m o s o m a l  D N A  f r o m  

S t r e p t o m y c e s  s p . 1 9 0 - 1 .
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