
นกที ่  3

ผลการทa ลอง

3.1 การลํร้างและการล้ตเลอก7คอมบิแนนฑนลาลํมิa pSVi

3 .1 .1  การเตรรนa เอ็นเอที่เพ»าะสันลำหรัน c lo n in g  จากไกรโ»ไช»
จาก B a c i l l u s  A. 1

ก่อนการลํกัตล้เอนเอปีองโอรโ»โชมจาก B a c i l l u s  A11เนอนำไปโอลน CGTase 
gene ไล้ทำการวัตแอตตวิตธองเอน'ไช» CGTase ท่ีผลa จาก B a c i l l u s  A11 โตรวิช้ CD- 

TCE assay  (ปีอ 2 .1 0 .5 .4 )  โอรนำ B a c i l l u s  A11 »า1จรญ'ใน H o rik o s h i’ s
œ e d iu a ll, pHIO จำนวน 100 มิลล้ลตร ในธวอแบบเธฮ่า ท่ีอุก!หภ» 37 °ช เป็นเวลา 

24, 48 และ 72 ชั่วโมงตามลำล้น ช่นท่ี 4 ,OOOXg เป็นเวลา 10 นาท แล้วนำลํวนาล' 

มาเตมแตลเช้รมตลอไรตให้เป็น 10 มลล้โมลาร เพอเพมตวามเลกรรปีองเอนโชม (ว ัลรา,

2534) ก่อนนำไปวัตแอfiตวิต Vเบว่าท่ีเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ให้ตะกอน CD-TCE 

coap lex  ท่ี d i l u t io n  l i a i t  เท่ากับ 2% 2* และ 2* ตา»ลำล้น ชั่งนลํตงว่า

B a c i l l u s  A11 ม CGTase gene อรู่ และตเอนเอปีองโตรโ»โช»เหมาะลำหรับนำไปใช้

ในการ c lo n in g
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Takano และ«aiะ (1986), Kato และ H o rik o sh i (1986), Kiaiura และ 

«0เะ (1987) และ Kaneko และ«{ระ (1988) ไล้รารงานการโ«ลน CGTase gene จาก 

B .  s a c e r a n s , B .  s u b t i l i s  N o.311, B a c i l l u s  s p . t i o i l  และ B a c i l l u s  sp . 

s t r a i n  N o.38-2 ตาพลำตับเธ้ากับตเอ็นเอพาหะ ไ«รพบว่า«วามลำเร็จนํ้เกั«จากการใช้ 

เรฟ้ตก?นเอนไชม์ Sau3AI ร่อร«เอ็นเฮปีองโ«รไมไช«ปีองจุลนทรีรที่เป็นแหล่งปีอง CGTase 

gene ตังกล่าวธ้างล้นแบบ p a r t i a l  d ig e s t io n  แล้วนำเร้าไปเส์อ«กับตำแหน่ง BaœHI 

บน«เอ็นเอพาหะ ตังนั้นการวิจัรนั้จงไล้เล้อกใช้เรฟ้ติก?นเอนไชม Sau3AI มารอร«เอ็นเอ 

รองร«รโ«ไช«ปีอง B a c i l l u s  A. 11 แบบ p a r t i a l  d ig e s t io n  จากการนำ d ig e s t io n  

B ix tu re  มาตรวจฟ้อบล้วรอะกาโรฟ้เจลอิเล«ไดรไฟ่รี?ฟ้ พบว่า«เอ็นเอปีองไตรโ«ไช«กุก 

ร่อรเป็น?นปีนา«ต่างๆกันเห็นเป็นแกบราวๆลง«า (รปท่ี 12) จะเห็นว่าเมอร่อร«เอ็นเอปีอง 

โ«รไ«ไช«เป็นเวลา 60 นาท จะไล้?น«เอ็นเอที่มีการทระจารปีองปีนา«ต่างๆ«ที่ฟ้ด จงเกอก 

ตัดอะกาโรฟ้เจลที่ม?น«เอ็นเอปีนา«ตั้งแต่ 2 kb ปีนไป (รุปท่ี 12, ร่องท่ี 7 และร) นำ«า 

แรก?น«เอ็นเอออกจากอะ กาโรชเจลล้วรวิส e le c t r o e lu t io n  (อ้อ 2 .1 0 .1 )  เห็อนำ?น 

«เอ็นเอท่ีไล้ไปทำ l ig a t io n  ต่อไป

3 .1 .2  การไ«ลน CGTase gene

นำ«เอ็นเอพาหะ PBR322 มาร่อรล้วรเรฟ้ติก?นเอนไชม BaaHI นำ d ig e s t io n  

M ixture มาตรวจฟ้อบล้วรอะ กาโรฟ้เจลอิเล«ไตรไฟรี?ฟ้ แล้วตั« อ ะ กาโรฟ้เจลที่ม?น 

«เอ็นเออนาด 4 .4  kb (รปท่ี 12, ร่องท่ี 10) นำมานอก?น«เอ็นเอออกจากอะ กาไรฟ้เจล 

ล้วรวิ? e le c t r o e lu t io n  จากนั้นนำมากำจั«หมู่ฟอฟ้เฟตท่ีปลา8 5 / ล้วร c a l f  

i n t e s t i n e  p h o sp hatase  (CIP) (อ้อ 2 .1 0 .2 )

หลังจากเท่ีอม?นพลาส์มิด PBR322 ท่ี«ปลาธ BamHI กับ?น«เอ็นเอธองไ«รโมโชม 

ปีอง B a c i l l u s  A j1 ท่ีมีปลาอ Sau3AI (อ้อ 2 .1 0 .3 )  แล้วทราน๙ฟ่อรีมIอ้า E .  c o l i  

s t r a i n  HB101 กระจารเ![อบนอาหารนปีง LB-agar ท่ีเฟ้รมราปฎ?')นรกอมพ?ลน บ่มท่ี
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รปก่ี 12 ผลปิองการร่ออดีเอ็นเออองโครโมโชมจาก B a c i l l u s  A11 แบน p a r t i a l  
d ig e s t io n  และ การร่ออพลาฟ้มิด PBR322 ด้วอ BaaHI แบบส์มบุรกเ บน 

ระกาโรส์เจล 0 .7  เปอรเชนต

ร่องก่ี 1 «อ s ta n d a rd  A-DNA ร่อธด้วฮ H in d lII

ร่องก่ี 2 คอ ลเอ็นเออองโดรโมโชมปีอง B a d  1 1  u s A11
ร่องก่ี 3 และ4 คอ ดีเอ็นเอปีองโครโมโชมออง B a c i l l u s A11 ร่อรด้วอ

Sau3AI เอ็นเวลา 15 นาท

ร่องก่ี 5 และร คอ ดีเอ็นเอปีองโดรโมโชมออง B a c i l l u s A11 อ'อฮด้วอ

Sau3AI เอ็นเวลา 30 นาท

ร่องก่ี 7 และ8 คอ ดีเอ็นเออองโครโมโชมออง B a c i l l u s A11 ร่ออด้าอ

Sau3AI เอ็นเวลา 60 นาที แอกร่นดีเอ็นเอป็นาด >2kb

นำโปท่า l ig a t i o n  ด่อไป

ร่องก่ี 9 คอ ดีเอ็นเอเทหะ PBR322

ร่องก่ี 10 คอ ดีเอ็นเอเทหะ PBR322 ร่อรด้วa BaaHI นรกร่นดีเอ็นเอ

ปีนาด 4 .4  kb นำไปท่า l ig a t i o n  ร่อไป
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0ล!หภมี 37 ° ช เกันเวลา 24 ร่วโมง เชลล็เจ้าเวัรนกี่ได้วับพลาชมีดเท่านันจ้งชามาวกเจวัชุ 

ได ้านราหาวIลรงเ^จานน ั้ ในธท!ะเด้รวกันพลาชม ีด ก่ีกวานชฟ่รวมI ธ้าในเชลล็ เ จ ้าเ วัอนล็มี

ท้ังวัดรมบแนนก่ีพลาชมีด และ พลาชมีด PBR322 กี่เกิดจากกาว s e l f  l ig a t io n  ด้งนัน

จากกาวนำกวานชฟ่อวัมนมนก่ีก่ีเจวชุได้บน LB-agar กี่เชวมราปฎิรวนะแรมพรลนท้ังหมด

12,450 โรโลน มาท่า r e p l i c a  p la t in g  (ธ้ร 2 .1 5 .5 .1 )  พบว่ามีกวานชฟ่รวแมนก่ี

จำนวน 3 , 127โ«โลน ก่ีมีดุล!ชมบัดด้านราปฎรวนะแรมพัรลนแท่ไม่ด้านราปอิรวนะ เดตว้ารรดลน 

(Ap^Tet*) อก 9, 323 โ«โลน ««{«๙มบัตด้านราท้ังปฎรวนะแรมพิรลนและเตตว้ารรดลิน 

(Ap^Tet**) นช«งว่าทวาน๗ อ7แมนก่ี 3,127 โดโลน ก่ีมี««๙มบัด้ Ap"Tet“ เกั«จาก 

เชลล็เจ้าเวัรนได้วับวัดรมบัแนนกี่พลาชมีด ในธท!ะก่ีฑวานชฟ่รร์แมนก่ีจำนวน 9,323 โดโลน

ก่ีมีดุล!ชมบัดิ Ap^Tet^ เกิดจากเชลล็เจ้าเวัรนได้วับพลาชมีด PBR322 ด้งน้ันจงชามารถ

ดำนวล!กาวเกิดวัดอมบัเนร่นวะหว่างพลาชมีด PBR322 กับร้นด้เล็นเรปีรงโดวโมโชมธรง

B a c i l l u s  Aj 1 ได้จากจำนวนกวาน๗ อวัแมนก่ีก่ีมีดุล!ชมบัด Ap^Tet* เกรบกับจำนวน

กรานสํนเรวัแมนก่ีท้ังหมดก่ีด้านราปฎิรวนะแรมพรลิน ในงานวจัรดวังนั้นบว่ามีกาวเกิดวัดรม

บัเนร่นปวะมาท! 25 เปรวเชนต

3 .1 .3  กาวด้ดเลอกกวานุชฟรวัแมนกี่ก่ีได้วับ CGTase gene

3 .1 .3 .1  ผลกาววัด Afflylolytic A c tiv i ty

จากกาวกี่เรนไชม CGTase มี a a y lo ly t i c  a c t i v i t y  ด้วรจ้งชามาวถร่รธแกัง 

ให้Iกันโมโลกุลเล็กลงได้ กำให้มีปฏกิวัราท่อชาวละลารไรโร«นเปลี่รนไป ด้งนั้นวิรนั้จ้งใรIกัน 

ธ้ันดอนแวกในกาวดววจชอบหา CGTase gene

ในงานวจัอนั้ได้ใช้เชลล็เจ้าเวัรน 3 ชารพันธุด้อ E .  c o l i  ชารพันธุ HB101, 

JM101 และ DH5ct ดามลำดับ โดธน่าเชลลเจ้าเวรนทั้ง 3 ชารพันธุมากำกาวกดชอบ

a a y lo ly t i c  a c t i v i t y  ก่อน โดรเกี่รเนั้รลงบนจานเนั้รงเนั้ร L B -sta rch  ag ar ,
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pH 7 .4  บ่มท่ีอถเหภุมิ 37 "ช เป็นเวลา 60 ล้วโมง แล้วเติมชารละลารไอโอตีน (ล้อ

2 .1 0 .5 .2 )  พบว่าเชลล็เจ้าเรัอนทั้ง 3 ชารพันธุไม่ให้วงาส์รอบๆโดโลนํ ไ?งแส์ดงถงว่าท้ัง 

3 ชารพันธุไม่ม่ a a y lo ly t i c  a c t i v i t y  (รุปท่ี 13A)

เมอนำทรานฟ้ฟ่อร้แมนท่ีท่ีไล้รับรัตอมบนนนท่ีพลาชม่«ท้ัง 3,127 โ«โลน ในล้อ

3 .1 .2  มาเจรัฤเบนจานอาหารเลํ้รงเ^อ L B -sta rch  a g a r , PH7.4 ท่ีเชรมราปฎล้วนะ 

นอมพัล้ลน บ่มท่ีอุทเหภุม่ 37 ''ช เป็นเวลา 60 ล้าโมง แล้วนำมาท«ชอบกับส์ารละลารไอโอตน 

พบว่า มทรานสํฟ่อร้แมนทจำนวน 20 โ«โลน ท่ีแชตง a a y lo ly t i c  a c t i v i t y  รุปท่ี 13B 

แชตงตัวอร่างหน่ิง«วอร่างปีองทรานชฟ่อร้แมนท์น้ั จากรุปจะเห็นว่าทรานชฟ่อร้แมนท่ีท่ีชร้าง

ปีนใหม่จะให้วงใชปีนา«เล็กรอบๆโตโลน วงใสํท่ีเกัตธํ้นน้ันอร่ใกล้โดโลนํมาก ในปีทเะท่ี

ทรานชฟ่อร้แมนท่ีท่ีไล้รับพลาชม่ต PBR322 ไม่ให้วงใชรอบโตโลนีเลร นั้นแชตงว่าวงาชท่ี

เกัดปีนปีองทรานชฟ่อรแมนฑทัง 20 โตโลนํ เกัตจาก in s e r te d  DNA fra g a e n t  ท่ีถอดรหช 

ให้เอนไชมที่ชามารถร่อรแห้งไล้

3 .1 .3 .2  ผลการทำ Phenol red  in c lu s io n  coap lex  t e s t  (PICT)

นำกรานชฟ่อร้แมนท่ีท้ัง 20 โตโลนํท่ีแชตง a a y lo ly t i c  a c t i v i t y  จากล้อ

3 .1 .3 .1  มาตรวจชอบนอต«วิ«ธองเอนไชม CGTase ต่อ ล้วรการทำ PICT นิ่งเป็นการ

วัตปรัมาถเชาร CDs ที่เกั«จากการทำงานปิองเอนไชม่ CGTase โตรตรง และมดวาน

จำเพาะ ( s p e c i f i c i t y )  ต่อนอตติวิตีปีองเอนไชม CGTase ชงกว่าการวัต a a y lo ly t ic  

a c t i v i t y

นำทรานส์ฟ่อร้นมนที่มาเพาะเลรงาน PM a e d iu a , PH7.4 ท่ีเชรมราปฎิล้วนะ 

แอมพัล้ลน บ่มท่ีอถเหภุม่ 37 "ช แล้วพังเก«การเปลี่รนนปลงปิองพัธองอาหารเลรงเนิ่อ

(ล้อ 2 .1 0 .5 .3 )  พบว่ามเพัรงทรานชฟ่รร้นมนท่ีหน่ิงทรานชฟ่อร้แมนท่ีท่ีเปล่ีรนพัปีองอาหาร

เล รงItfa PM aedium จากพันตงเป็นพัช้มหลังจากบ่มเลรงเป็นเวลา 72 น่ิวโมง (รุปท่ี 14) 

ให้น่ิอทรานชฟ่อร้นมนท่ีน้ัว่า SV1 นละให้น่ิอรัดอมบแนนท่ีพลาชมตท่ีชกั«ไล้จาก SV1 ว่า pSVl
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จากรปก่ี 14 จะเห็นว่าฑรานชฟ่aรนมนกก่ีไ«รับลเอ็นเอหาหะ PBR322 ไม่สามารถ 

Iปรี่รนรน«งIปีมปีกง PH medium ในปิ«ะก่ีกรานส์ฟ่อรนมนก SV1 นระ B a c i l l u s  k 1 1 

มีดวามชามารถในการเปรี่รนมีจอง PM medium จากมีแดงเป็นมีช้มแดง แระมีมีมแกมเพมีอง 

ตามรำ«ฆ แชดงว่าดวามชามารถานการเปรี่รนมีจองอาหารเลํ้รงเ^อ PM medium ธอง 

กราน๗ aร์แมนก SV1 จ้งไม่าด้เกัดจากรนกี่อรุ่บนดเอ็นเอหาหะหริอเชรลเจ้าเริอน นต่เกด 

จากมีนดเอ็นเอจอง B a c i l l u s  Aj 1 มีงนั่นหมารดวามว่าในมีวนจองมีนด้เอ็นเอกี่โดรนได้จะ 

ต้องมีบางชวนก่ีเป็น CGTase gene นอกจากนํ้รังหบว่าแอดตวัตจองเอนไชมี CGTase จาก 

กรานชฟอรนมนก SV1 จะมีนอดตวัดดอนร้างตา เมอเปริรบเกัรบกับเอนไชมีจาก B a c i l l u s  

A11 (รปกี่!4 , หรอดกดรอง ก. และ 3.) มีงให้พลการกดลอง๙อดดร้องกับผลการวัด 

a a y lo ly t i c  a c t i v i t y  จองกรานส์ฟ่อรินมนก SV1 กี่ให้วงาชปีนาดเล็กรอบๆโดโรนีเมีนกัน 

(รุปก่ี 13B)

3 .1 .3 .3  พรจอง C y c lo d e x tr in - t r ic h lo r o e th y ie n e  assay  

(CD-TCE assay )

นำกรานชฟ่อริแมนท SV1 ก่ีให้พรบวก ( p o s i t iv e  t e s t )  ต่อการกด๙อบด้วรชาร 

ระลารไอโอดน แระ PICT มากดชอบการชร้างเอนไชมี CGTase ต่อ โดรการวัดนอ«ตวัต 

จองเอนไชมี CGTase ด้วรวัท CD-TCE assay  มีงเป็นการวัดปริมาถเชาร CDs กี่เกัดจาก 

การกำงานจองเอนไชมี CGTase จ้งเป็นการวั«แอดตวัตจองเอนไชมี CGTase โดรดรง 

แระรังได้ารัเป็นวัรหนั่งในการเตริรมชาร CDs เพอนำไปวัเดราะพด้วร HPLC ต่อไป

เมอนำชารละลารเอนไชมีจากมีวนนั่าเลรงเ!เอ(ร!), มีวนจอง su p e rn a te (S 2 ) 

และกั้งเชรร (PC) (รปก่ี 11) จองกรานชฟ่อริแมนก SV1 กี่เจริแใน L B -sta rch  ag ar , 

pH7.4  ก่ีเชริมราปฏิมีวนะแอมพมีลน จำนวน 100 มีลลลตร ก่ีอุทเหภมิ 37 "ช เป็นเวลา 72 

รัวโมง มาวัดการแอดติวัตีจองเอนไชมี CGTase ด้วร CD-TCE assay  (จ้อ 2 .1 0 .5 .4 )
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รุปท่ี 13A ผลการท คสํอ บค้วรส์ารละลาร'!อโ a ลนบน-จานอาหารเล้ํฮงเ^อ 

agar หล ังจากบ ่«เล ีองฮฑ ท่ีอุ{นหภม 37* ช เป็นเวลา 60 

โคโลน ก. คอ E .  c o l i  s t r a i n  HB101

โคโลใโ 3. คอ E .  c o l i  s t r a i n  JM101

โคโลน ค. คอ E .  c o l i  s t r a i n  DH5ot

L B -sta rch  

if วโมง
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รปท่ี 13B พลการกอฟ้อบค้วรฟ้ารละลารไอโอค้นบนจานอาหา,แล!!'น tfa L B -sta rch  

agar ท่ีเฟ้ริมราปฎิริวนะนอมร5ลน ในปริมาท! 50 ไมโอรกรัมร่อพลแตร 

โอโลนี ก. ออ E .  c o l i  s t r a i n  HB101 ท่ีไค้รับ PBR322 

โอโลน ธ. ออ E .  c o l i  s t r a i n  HB101 ท่ีไค้รับ in s e r te d  DNA

fragm ent จาก B a c i l l u s  A.11 ใน pBR322
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ก ข ค

รุปท่ี 14 ผลการทดส์อบ Phenol red  in c lu s io n  complex t e s t  หลังจากl l รง 

เ?เอในอาหาร PM หรอ PM medium ท่ีเฟ้ริมราปฎสืวนะนอมพิi ลันในปริมาเน

50 ไม โค รกรัมต่อ«ล»ลิตร ri a ณหภูมิ 37 “ช เป็นเวลา 72 ลัวโมง 

หลอกทดลอง ก. คอ B a c i l l u s  k t 1 

หลอลทคลอง ปิ. คอ E .  c o l i  s t r a i n  SV1 (pSVl)

หลอคทคลอง ค. คอ E .  c o l i  s t r a i n  HB101 c o n ta in in g  pBR322



71

3 .1 .4  การวิเคราะห CDs ru n ตจากกรานล่ฟอรแบนก SV1 โตรวิส HPLC

เมอนำตะกอนปีาวที่ไค้จากการท่า CD-TCE assay  มาวิเคราะหค้วร HPLC 

(ปีอ 2 .14) นบว่าตะกอนปีาวที่เกัคจากการท่างานปีองเอนไชมีในนั้าเลรงเ^อ (S1) และ 

su p e rn a te  (S2) ตานล่ากับ ปีองฑราน๗ อริแมนมี SV1 ( อ้อ 3 .1 .3 .3 )  ให้ลักษ{นะปีฮง 

ไตรมาโตแกรมเป็น พค (peak) เครา และม่ r e te n t io n  tim e เท่ากับ 7 .84  และ?.75 

นาท ตามล่ากับ (รูปท่ี 15 ฉ. และ 15 ช .) ร่งมีเวลาใกล้เครงมากกับ r e te n t io n  tim e 

ปีอง peak ปีอง s ta n d a rd  0-CD ที่มีต่าเท่ากับ 7 .66  (รูปท่ี 15 ง .)  กังนั้นเนึ๋อเป็นการ 

นล่จนว่าตะกอน CD-TCE complex ที่นำมาวิเคราะหนันเป็น P-CD จริงหรอไม่ จงนำเอา 

ล่ารละลารกัวอร่างในแต่ละกัวอร่างผล่มกับล่ารละลารมาตรฐาน P —CD ในอัตราล่วน 1:1 

(โครปริมาตร) เป็น in te r n a l  s ta n d a rd  ร่งควรจะท่าให้มีพ่ินท่ีาค้ peak เพ่ิมปีนเป็น 

2 เท่า แล้วฉีตเปีาเครอง HPLC นบว่าไค peak เครวเหมีอนเติมทั้งคู่ โครมีพ่ินท่ี'ใต้ peak 

เพ่ิมปีนเป็น 2 เท่าจาก peak เติมโครประมา{พตามท่ีคาลไวิ และมี r e te n t io n  tim e 

เท่ากับ 7.89 และ 7.71 นาทั ตามล่ากับ (รูปท่ี 15 ช. และ!ร 01. )  แล่คงว่าตะกอนปีาว 

ที่นำมาวิเคราะหค้วร HPLC คอ 8-CD

พบว่าสำรละลารเอนไชมจาก๙วนนำเล ํ ้ รงเ^อ (S 1 )  และล่วนปีอง s u p e r n a t e  (S2 )  นาานัน

ที ่ ให้ตะกอน CD-TCE c om p lex  ม d i l u t i o n  l i m i t  เฑ่ากับ 2° 'ทังคู่ ใ น ปี{นะทล่วน

ทังเชลล (PC) ไม่พบตะกอน CD-TCE c om p lex
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รุปก่ี 15 ลักษ»ะ ป ิองโตรมาโตนกรมปีองผลิตภัแ!ท CDs ลากการวเตราะพ ต ัวอเตรอง 

HPLC (ข ้อ 2.14) โตอาช้ตอลัมน Supelco-NHe ตัวลํะตอ ตัวกำละลาอผลํม 

A c e to n i t r i l e :w a te r  เกำกับ 75:25 (V/ V) อ ัตราเรา 2 มลลิลิตร 

ต่อนาก, re te n t iœ e  tiœ e  มหน่วอเป็นนาที

๙ารละลาอมาตรฐาน g lu c o se , m a lto se , a - ,  0- ,  และ »-CD ตามลำตับ 

(ตวามเข้มข้นออ่างละ 5 มลลิกรัมต่อมิลลิลิตร, ลิต 20 ไมโตรลิตร)

อ ลำรละลารปีองตะกอนอุ่นปีาวกี่เลิตลากการกำงานปีองเอนไชมในลํวน ร1 จาก 

กราน๗ อรแมนก SV1 (pSVl, ลิต 20 ไมโตรลิตร)

อ ลำรละลาอปิองตะกอนอุ่นอาวกเลิตลากการกำงานปีองเอนไชมานลํวน ร1 จาก 

กรานลํฟ่อรแมนก SV1 (pSVl) ผลํมกับลำรละลาอมาตรฐาน 0-CD ใน

อัตราลํวน 1:1 โตอปริมาตร (ลิต 40 ไมโตรลิตร)

อ ลำรละลาออองตะกอนอุ่นอาาที่เลิตลากการกำงานอองเอนาชมในลํวน S2 จาก 

กรานลํฟอรแมนก SV1 (pSVl, ลิต 20 ไมโตรลิตร)

อ ลำรละลารอองตะกอนอุ่นอาวฑเลิตลากการกำงานปีองเอนไชมานลํวน S2 จาก 

กรานลํฟ่อรแมนก SV1 (pSVl) ผลํมกับลำรละลาอมาตรฐาน 0-CD ใน

อัตราลํวน 1:1 โดอปริมาตร (ลิต 40 ไมโดรลิตร)

/
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รูปท 15 ก.
P โ !ๆ  PA 1 4 7

รปท่ี 15 จ .  Ç - --------’ ^ ร โ0 P

รูปท่ี 15 R. cc-CD

รูปท่ี 15 ง. 9 - C D

รูปท่ี 15 จ. Ï - C D

รูปฑ 15 ฉ. 1 ■ ? . ร 4 ------------9 - C D

STOP

รูปท 15 โเ. ฯ *ฯ -ร *- 9-CD
STOP

รูปท่ี 15 าเ . 9 - C D

g lu c o s e

■ altose

9-CD



3 . 2  การฟ้ร ้ างนละการพัดเลอกรัฅaมบแนนกี ่พลา๙})ด PSV2, pSV3 และ PSV4

3 .2 .1  การเพรีรมอันด I อ็นเ arilพมาะ?(มาาทรัดอกยินโพก่ีพลาฟ้มิด p sv i

เมอไร้กรานฟ้ฟ่อรัแมนก SV1 ก่ีฟ้ามารถพลิตเอนไชม CGTase ไร้แร้ว ก็นำกราน 

ฟ้ฟอรันมนก่ี SV1 กี่าร้รับ CGTase gene จาก B a c i l l u s  A11 มาฟ้กั«พฟ้าฟ้มด เพอสิกษา 

กิงปินาด และ r e s t r i c t i o n  s i t e  ปีอง in s e r te d  DNA fragœ ent ต่อไป

เมอตรวจฟ้อนปีนาดปีองรดอมบนนนก่ีพลาฟ้มิด pSVl อังเป็นพลาฟ้มิดก่ีฟ้กัดไร้จาก

กรานสํฟ่อรแมนก่ี SV1 (รูปก่ี 16 ส่องก่ี 2) ร้วออะกาโรฟ้เจลอเลดโตรโฝรัอัฟ้ (รูปก่ี 16, 

ส่องก่ี 2) เกิรบกับปีนาดปีองอันดเอ็นเอปีนาดมาตรฐานปีอง A-DNA อังถุกร่อร«วอ H in d lII  

พบว่า pSVl มิปีนาดใหญ่กว่า 23 kb

เน่ืองจากว่ารัดอมบแนนก่ีพลาฟ้มิด pSVl ก่ีมีอัน CGTase gene อรุ่ร้วธ มิปีนาด 

ปีอง in s e r te d  DNA fra g a e n t  ใหญ่เกินไป (ประมาทi 20-23 kb) จงรากแก่การสืก!ท 

กิง r e s t r i c t i o n  aap , ปีนาด และ ตำแหน่งปีอง CGTase gene อกทังอังไม่เฟ้ทฮร

โดรพบว่าเมอ s u b c u ltu re  ปีองกรานฟ้ฟอรัแมนก่ี SV1 ไปเรอฮๆ แอดลิวตปีองเอนไชม

CGTase ลดลงเรึ๋อรๆ จนกระกี่งไม่มิเลร

ดังนั้นจงไร้กำการโดลนรนต่อเนื่อง (su b c lo n in g ) โดรร่อรรัดอมบแนนก่ีพลาฟ้มิด 

pSVl ร้ารเรสํลิกอันเอนไชม Sau3AI แบบ p a r t i a l  d ig e s t io n  แร้วนำ d ig e s t io n  

m ix tu re  มาตรวจฟ้อบร้วรอะกาโรฟ้เจลอเลดโตรโพัรัอัฟ้ พบว่า pSVl ถกร่อรเป็นอันปีนาด 

ต่างๆกันเหนเป็นแถบราวๆลงมา (รูปก่ี 16) จะเห็นว่าเมอร่อรดัเอ็นเอปีองรัดอมบแนนกี่ 

พลาฟ้มิด pSVl เป็นเวลา 15 นากิ จะไร้การกระจารดัเอนเอปีนาดต่างๆดักิฟ้ด จงเลิอก

ดัดอะกาโรฟ้เจลกี่มิอันดเอ็นเอปีนาด 2-6 kb (รูปก่ี 16, ส่องก่ี 3 และ 4) กั้งนํ้เพราะ 

จากรารงานการโดลน CGTase gene จากบาอัลลัฟ้ฟ้ารพันสุต่างๆ พบว่า CGTase gene มี 

ปีนาดประมาท! 2-3 kb ดังนฟ้ดงในดารางกี่ 9 และ รูปก่ี 3-10 จงดาดว่า CGTase gene 

จาก B a c i l l u s  A.11 เองก็น่าจะมีปีนาดใกล้เดรงกัน นำอะกาโรฟ้เจลกี่เลิอกดัดมานรกอัน
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1 2  3 4 5 6 7 8

0

©
รปก่ี 16 ผลปีองการสิกษาปีนาค และ การร่ออรีคอมบิแนนทีพลาฟ้มิค pSVl 

แบบ p a r t i a l  d ig e s t io n  บนอะกาโรส์เจล 0 .7  1ปอรีเชนต 

ร่องก่ี 1 คอ s ta n d a rd  A.-DNA ร่ออค้วอ Hindi 11 

ร่องก่ี 2 คอ รีคอมบแนนทีหลาสํมิค PSV1 

ร่องก่ี 3และ4 คอ รีคอมบิแนนทีพลาลมิล pSVl ร่ออควอ SauSAl 

เป็นเวลา 15 นาที

ร่องก่ี รนละ6 คอ รีคอมบิแนนทีพลาลมิค pSVl ร่ออด้วร Sau3AI 

เป็นเวลา 30 นาที

ร่องก่ี 7และ8 คอ รีคอมบแนนทีพลาส์มิค pSVl ร่ออล้วอ Sau3AI 

เป็นเวลา 60 นาที
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3 .2 .2  การโ«ลนรนต่อเนอง (su b c lo n in g ) ออง CGTase gene

ในการโตลนรนต่อเนึ๋องตรงนั้าล้เปลี่aนล้เอ็นเอพาหะจากหลาชมล PBR322 เป็น 

PÜC18 ฑังนํ้เพราะว่าพลาชมล pUC18 เปน h igh  copy number p lasm id  และ๙ามารถ 

«ลเลอกรัตอมบิแนนกพลาสํมลไล้ง่าa โลรอาล้รหลัก in s e r t i o n  in a c t iv a t io n  ธอง 0- 

g a la c to s id a s e  ลังไม่ต้องทำ r e p l i c a  p la t in g  เลันานกรผปีองพลาชม่ล PBR322

นำพลาชมิล PUC18 มาร่อรล้วรเร๙ตกลันเอนาชม BamHI แล้วนำ d ig e s t io n  

m ix tu re  มาตรวจชอบล้วaอะกาโรส์เจลอเลตโตรโนเรัลั๙ จากนั้นตัลอะกาโรชเจลท่ีมีลัน

ล้เอ็นเออนาล 2 .7  kb (รูปท่ี 17, ลัองท่ี 3) นำมานรกลันล้เอ็นเอออกจากอะกาโรส์เจล

ล้ารวธี e le c t r o e lu t io n  จากน้ันนำมากำจ้ลหม่นเอชเนเตท่ีปลาร ร '  ล ้าa CIP (อ้อ2.11) 

หลังจากเลี่อมลันล้เอ็นเออองพลาชม่ล pUC18 ท่ีมีปลาa BamHI กับลันล้เอ็นเอ 

อองรีลอมบิแนนฑพลาสํมิล pSVl ปีนาล 2-6 kb ท่ีมปลาร Sau3AI (อ้อ 2 .11) แล้ว 

กรานชนเอรมIอ้า E .  c o l i  s t r a i n  JM101 กระจารเปี^บน LB-agar ท่ีเชรมราปฎิลัวนะ 

แอมหลัล้น, IPTG และ X -gal บ่มท่ีอุท!หภูม 37 'ช  เป็นเวลา 24 ลัวโมง ลังเชลล์

เจ้าเรอนที่ไล้รับพลาชมลเก่านั้นจงจะชามารถเจร^ไล้ในอาหารเลํ้รงเ^อจานนั้ และชามารก 

ตัลเล้อกกรานชนํอรัแมนกท่ีไล้รับรัตอมบแนนกพลาชมล ออกจากกรานชนํอรัแมนกท่ีไล้รับหลาชมล 

PÜC18 ที่เล้ลจากการ s e l f  l ig a t io n  าล้โ«รอาล้รการ«ล้อองโตโลนี ลังกรานชนํอรนมนก 

ท่ีมโตโลนล้ปิาว «อกรานชนเอรแมนทท่ีไล้รับรัตอมบนนนกพลาชมล เพราะไม่ชามารถชร้าง

เอนาชม 0- g a la c to s id a s e  ท่ีจะร่อร X -gal ไล้ ในธท!ะท่ีกรานสํฟ่อรแมนกกมโตโลนล้นh  

ตอกรานชฟ่อรัแมนกท่ีาล้รับพลาชมล PÜC18 เพราะมการสํร้างเอนไชม 0-g a la c to s id a s e  

และชามารถร่อร X -gal ไล้ ลังเมอ X -gal ภูกร1ออแล้วจะให้ล้นำเงนออกมา (อ้อ 2 .11)

ล ้ เ อ ็ น เ อ อ อ ก จ า ก อ ะ ก า โ ร ๙ เ จ ล โ ร ร ว ิ ธ  e l e c t r o e l u t i o n  ( อ ้อ  2 . 1 0 . 1 )  เ ห อ น ำ ล ั น « เ อ น เ อ

ที ่ ไล้ ไปทำ l i g a t i o n  ต ่อไป
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1 2 3

รปท่ี 17 ผลการย่อรพรทล'มิด PUC18 «วร BamHI บนระกาโรส์เจล 8 เปรรเชนH 

ร่องท่ี 1 คือ s ta n d a rd  A-DNA ร่ออร้วร Hindi 11 

ร่องท่ี 2 คือ คืเอ็นเอพาหะ PÜC18

ร่องท่ี 3 คือ คืเอ็นเอาพาหะ PÜC18 ร่อaอ้วฮ BamHI แรกร้นคืเอ็นเอปินาด

2 .7  kb นาไป l ig a t io n  ต่อไป
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พบว่ากรานฟ้ฟอริแมนท่ีท่ีเจริญได้มิก้ังหมด 1 , 311  โคาเลน เป็นทรานฟ้ฟ่อริแมนท่ีท่ีมิ 

โคโลนสิปีาวนละสิห้าจำนวน 739 และ 572 โดโลน ดามลำดับ ดังน้ันจํงฟ้ามารกดำนวท!

การเกิดริคอมกิเนข้นระหว่างพลาฟ้มิด PUC18 กับข้นสิเอ็นเอจากริคอมกิแนนกพลาฟ้มิด pSVl 

ได้มิดำประมาน! 56 เปอริเชนต

3 .2 .3  การดัดเลอกกรานฟ้ฟอรินมนกก่ีได้รับ CGTase gene

3 .2 .3 .1  ผลการวัด A a y lo ly tic  A c tiv i ty

เม่ีอนำกรานฟ้ฟ่อรินมนกิก่ีได้รับริดอมกินนน้ัพลาฟ้มิดก้ัง 739 โคโลนี จากข้อ 3 .2 .2  

มาเจริญบนจานอาหารเลํ้ยงเ![อ L B -sta rch  a g a r , pH 7 .4  ท่ีเฟ้ริมอาปฎสิวนะแอมพิ5ลน 

และ IPTG เพอกระด้นให้ l a c  p rom oter กำงาน บ่มท่ีอุท!หภุมิ 37 °ช เป็นเวลา 60 

ข้วโมง แล้วนำมา กดฟ้อบกับฟ้ ารละลารไอโอดน (ข้อ 2 .1 0 .5 .2 )  พบว่ามิกรานฟ้ฟ่อริแมนท่ี 

จำนวน 3 โคโลนี ท่ีให้วงใฟ้รอบโคโลน ข้งแฟ้ดงกงการมิ a a y lo ly t i c  a c t i v i t y  ปีอง

กรานฟ้ฟ่อริแมนท่ีก้ังฟ้าม ให้ส์อกรานสํฟ่อริแมนกท่ีฟ้ร้างปีนใหม่ว่า SV2, SV3 และ SV4 และ 

ให้ท่ีอริคอมกินนนท่ีพลาฟ้มิดท่ีฟ้กัดได้จากกรานฟ้ฟ่อริแมนท่ีเหล่าน้ํว่า pSV2, pSV3 และ pSV4 

ตามลำดับ

รูปท่ี 18 แฟ้ดง a a y lo ly t i c  a c t i v i t y  ปีองกรานฟ้ฟ่อริแมนท่ีกังฟ้าม ข้งจากรูป 

จะเห็นว่ากรานฟ้ฟ่อริแมนท่ีก้ังฟ้ามจะให้วงใฟ้ท่ีมิปีนาดใหญ่มาก เมอIปริฮบเกิรบกับวงาฟ้ที่เกิด 

จากกรานฟ้ฟ่อริแมนท่ี SV1 (รูปท่ี 13B) โดaท่ีเฟ้นผ่าฟ้นรกลางประมาท! 1 .5  เชนดัเมดร 

ในปิอ!ะท่ีฑรานฟ้ฟอริแมนท่ีท่ีได้รับพลาส์มิด pUCie ไม่ให้ วงใฟ้ รอบโคโลน

3 .2 .3 .2  ผลการกำ Phenol red  in c lu s io n  complex t e s t  (PICT)

เมอนำกรานฟ้ฟ่อริแมนท่ี SV2, SV3 และ SV4 ท่ีนฟ้ดง a a y lo ly t i c  a c t i v i t y  

จากข้อ 3 .2 .3 .1  นาตรวจฟ้อบแอคลวัตธองเอนไชม CGTase ต่อ ด้วยการกำ PITC โดร
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รุปท่ี 18 ผลการทคสํอบต้วฮสำรละลาฮไอโอตีนบนจานอาพารเลฮงแอ L B -sta reh  

agar ท่ีเสํริมธาปฏรัวนะแอบพรัลิน และ IPTG ในปรัมา!■ น 50 และ 25 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล่าตบ หลังจากบ่มแอท 37 °ช เป็นเวลา 

60 รัวโมง

โตโลน ก. ตีอ E .  c o l i  s t r a i n  JM101 c o n ta in in g  pUC18

โตโลนี ปี. คอ E .  c o l i  s t r a i n  JM101 c o n ta in in g  pSV2(SV2)

โคโลน ค. คอ E .  c o l i  s t r a i n  JM101 c o n ta in in g  pSV3(SV3)

โคโลน ง. คอ E .  c o l i  s t r a i n  JM101 c o n ta in in g  pSV4(SV4)
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น่ากรานสํฟ่อรั้แมนกกั้งสำมมาเพาะเลธงาน PM medium ก่ีเสํริมราปฎิล้วนะแอมพล้ลิน และ 

IPTG บ่มก่ีอุแเหภม้ 37 °ช แล้วดังเกดการเปลี่ธนแปลงปีองล้ปีองอาหารเลํ้ฮงเสือ (ล้อ

2 .1 0 .5 .3 )  พบว่ากรานสํฟ่อร้ัแมนก่ี SV2 และ SV3 สำมารถเปลี่ธนล้ปีองอาหารเลธงเสือ

PM medium จากล้แดงเ ห็นล้ เหล้อง เมอบ่มเลํ้ธงเห็นเวลา 72 ล้วโมง (รูปก่ี 19) ในปิญะก่ี 

ทรานสํฟอร้ัแมนก่ีก่ีไล้รับพลาสํม้ด pUC18 และ SV4 ไม่สำมารถเปลี่ธนล้ธองอาหารเลฮงไล้ 

แม้'ว่าจะบ่มเลํ้รงเป็นเวลานานกง 96 ล้าโมง (ไม่ไล้แสํคงผลการกดลอง)

จากรูปก่ี 19 ก่ีนสํคงพลการกดสํอบ PICT จะเห็นว่ากรานสํฟอรนมนก่ี SV2 และ

SV3 สำมารถเปลึ่ธนล้ปีอง PM medium เห็นล้เหล้องไล้ดีกว่ากรานสํฟ่อร้ัแมนก SV1 มาก 

ร่งให้ผลการทดลองก่ีสํอดดล้องกับผลการวัด a m y lo ly tic  a c t i v i t y  ปีองกรานสํฟ่อริแมนก่ี 

SV1, SV2 และ SV3 (รูปก่ี 13B และ 18 ดามล่าดับ) และธังคเหมอนว่ากรานสํฝอริแมนก่ี 

SV2 และ SV3 น่าจะแส์ดงแอด«วิดีปีองเอนาชม CGTase ไล้สํงกว่า B a c i l l u s  A11 จาก 

การพจารแทการเปลี่ธนล้ปีอง PM medium

3 .2 .3 .3  พลการดัก!ทถงอกgพลปีอง IPTG ก่ีมต่อ CGTase a c t i v i t y  

ปีองกรานสํสํa ริแมนก่ี SY2 และ SY3 โดธการกำ PICT 

จากการก่ีกรานสํฟ่อรนมนก่ี SV2 และ SV3 ม้ a m y lo ly tic  a c t i v i t y  ส์ง และ 

แสํดงแอดดวดีปีองเอนไชม CGTase ไล้สํงและดาดว่าน่าจะสํงกว่า B a c i l l u s  Aa1 จากการ 

กำ PICT ในล้อ 3 .2 .3 .2  น้ัน ในการกดลองดรั้งนั้นไล้เสํรัม IPTG ลงในอาหารเลํ้ธงเสือ 

ล้วธ ล้ง IPTG เห็นคัวกระดุ้น ( in d u c e r)  ต่อ l a c  prom otor ก่ีอรบนพลาสํม้ด pUCie 

ดังนันจงคาดว่ากัสํทางานการถอดรหัสํปิอง CGTase gene น่าจะอฮ่ภาธาล้การควบดุมปีอง

l a c  p ro a o to r  จงไล้กำการกดลองโดธน่ากรานสํฟ่อริแมนก่ี SV2 และ SV3 มาเจริญใน

PM medium กี่'ไม่เสํรัมและเสํรัม IPTG บ่มก่ีอุผหภุม้ 37 °ช แล้วดังเกดการเ ปล่ีธนแปลง

ปีองล้ธองอาหารเลอง เสือ พบว่ากรานสํฟ่อริแมนกี่ก้ังสํองกี่เจริญในอาหารเ ลธงเสือกี่เสํริม 

IPTG สำมารถเปลี่ธนล้ธอง PM medium ให้เห็นล้เหล้อง ในปีทเะกี่เมอเจริญในอาหาร
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รปท่ี 19 ผลการทAลอง Phenol red  in c lu s io n  complex t e s t  หลังจากเลํ้รง 

เ^อในอาหาร PM หรอ PM medium ท่ีเส์ริมราปฎิรัวนะนอมนิ?ลัน นละ IPTG 

ในปริมาณ 50 และ 25 ไมโครกรัมต่อมิลลัลัตร ตามล่าอับ ล่าหรับ E .  c o l i  

ท่ีอุณหภูมิ 37 °ซ’ เป็นเวลาประมาณ 72 รัวโมง 

หลอตทตลอง ก. คอ B a c i l l u s  A

หลอคฑตลอง ปี. ออ E .  c o l i  s t r a i n  HB101 c o n ta in in g  pSVKSVl)

หลออทอลอง ค. คอ E .  c o l i  s t r a i n  JM101 c o n ta in in g  pSV2(SV2)

หลออทคลอง ง. คอ E .  c o l i  s t r a i n  JM101 c o n ta in in g  pSV3(SV3)

หลออทอลอง จ. คอ E .  c o l i  s t r a i n  JM101 c o n ta in in g  PÜC18
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เลํ้รงเสือท1ม่เฟ้ริม IPTG ไม่ฟ้ามารถเปล่ียนสิปีอง PM medium ได้ (รูปท่ี 20) น้ันแฟ้อง

ว่า CGTase gene ท่ี'โตลนได้อยู่ภายใต้การอวบคุมธอง l a c  prom otor บนพลาฟ้ม่อ pUC18

3 .2 .3 .4  ผลจอง C y c lo d e x tr in - t r ic h lo r o e th y le n e  assay  

(CD-TCE assay )

นำทรานฟ้ฟ่อรแมนท่ี SV2 และ SV3 ท่ีให้ผลบวก ( p o s i t iv e  t e s t )  ต่อการ 

ทลส์อบด้วยฟ้ารละลายไอโอตน และ PICT มาทำ CD-TCE assay  ต่อ (อ้อ 2 .1 0 .5 .4 )  

โต8นำทรานฟ้ฟ่อรแพนท่ีท้ังฟ้องมาเจริญ'ใน L B -sta rch  b ro th  ว่านวน 100 ม่ลสิลตร ท่ี

เฟ้ริมยาปฎช่วนะแอผพสิลน และปีทเะเตยวกันจะเสํริมนละไม่เฟ้ริม IPTG บ่มท่ีอุทเหภมิ 37 °ช 

เป็นเวลา 72 อ้วโมง แล้วนำฟ้ารละลารเอนไชมจากฟ้วนนาl i a ง แ อ  (S 1), ฟ้วนปีอง

su p e rn a te  (S2) และฑังเชลล่ี (PC) (รูปท่ี 11) ปีองฑรานฟ้ฟ่อริแมนท่ีทังฟ้อง มาวัต

แอตสิวตปีองเอนไชม CGTase พบว่าฟ้ารละลายเอนไชมจากฟ้วน S1 และ S2 ปีอง

ฑรานฟ้ฟ่อริแมนท่ี SV2 และ SV3 ที่เจริญฺในอาหารเลํ้ยงเสือที่เฟ้ริม IPTG จะให้ตะกอน

CD-TCE complex ม d i lu t io n  l im i t  เทำกับ 21 เท่ากัน ในปีถเะท่ีฟ้วนปีองท้ังเชลล่ี

(PC) ไม่พบตะกอน ในกรทรปีองฑรานฟ้ฟ่อริแมนท่ีท่ีเจริฤเในอาหารเล้ํยงเสือท่ีาม่เฟ้ริม IPTG

จะไม่พบตะกอน CD-TCE complex เช่นกัน ร่งให้ผลฟ้อตฅล้องกับการทตลองถงสิทสินลปีอง

IPTG ต่อการแฟ้ลง CGTase a c t i v i t y  อ้างด้น

3 .2 .4  ผลการสิกนาปีนาตปีองริคอมบิแนนท่ีพลาฟ้มอ pSV2 และ pSV3

เล่ีอได้ทรานฟ้ฟ่อริแมนท่ี SV2 และ SV3 ท่ีฟ้ามารถผลตเอนไชผ CGTase ได้แล้ว

ก็นำทรานฟ้ฟ่อริแมนท่ีท้ังฟ้องมาฟ ้ก ัต พลาฟ้ม่ต และให้สือริตอมบ่แแนท่ีพลาฟ้มิตท่ีฟ้กัตได้จากทรานฟ้
«

ฟ่อรินมนท่ี SV2 และรV3 ว่า pSV2 และ pSV3 ตามล่าตับ
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ก ป ิ « ง ' *

รปท่ี 20 ผลปิองอทสิพลปิอง IPTG ต่อการแส,ตงแอflติวต่ปีองเอน!ชม CGTase หลังจาก 

เล ํ้ร ง เ$อในอาหาร PM หรอ PM medium ท่ีเลํริมแอมพ!?ลัน และ IPTG ใน 

ปริมาก! 50 และ 25 ไมโดรกรัมต่อมิลลัลัตร ตามลำลับ ลำหรับหลอดทดลอง 

ปี. และ ง. แต่เลํริมเฉพาะแอมพชลันในหลอดทดลอง ต. และ จ. ตามลำลับ

หลอดทดลอง ก. ต่อ B a c i l l u s  A15

หลอดทดลอง ปี. ต่อ E . c o l i  s t r a i n SV2

+ IPTG 50 ไมโดรกรัมต่อมิลลัลัตร

หลอดทดลอง ต. ต่อ E . c o l i  s t r a i n SV2 - IPTG

หลอดทดลอง ง. ต่อ E . c o l i  s t r a i n SV3
+ IPTG 50 ไมโตรกรัมต่อมิลลัลัดร

หลอดทดลอง จ. ต่อ E . c o l i  s t r a i n SV3 - IPTG
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ภารหลังการต'!วจชอบปีนา«ของรีต a มบนนนทพ ลาช บิต pSV2 นละ pSV3 ใน 

ลักษ«ะท่ีไม่กกร่ออ และ กุกร่อออ้วอเอนไชมี P s tI  และ/หรอ Kpnl «วออะกาโรสํเจล 

a เลตโตรโฟ่รีช้ฟ้เปรีอบเทอบชนา«ชองช้น«เอ็นเอกับชนา«มาตรฐานชอง A-DNA ช้งร่ออ«วอ 

H indi 11 พบว่า pSV2 และ pSV3 มีชนา«ประมา!น 9 .5  และ 7 .9  kb อานล่าอัม ท่ีง 

หมาอตวามว่ารีตอมบินนนท่ีพลาชบิต pSV2 และ pSV3 ม in s e r te d  DNA fragm ent ชนาอ 

ประมา!น 6 .8  และ 5 .2  kb ตามล่าอับ (รูปท่ี 21)

3 .2 .5  ผลการร่ออรีฅอมบิแนนฑพลาชบิต pSV3 อัวรเอนไชน R e s tr ic t io n  

end o n u c lease

จากการอัก!ทชนา«ชองรีตอมบินนนท่ีพลาชบิต pSV2 และ pSV3 จากธ้อ 3 .2 .4  

พบว่ารีออมบิแนนทพลาชบิต pSV3 ม่ชนา«เล็กกว่ารีออมบนนนฑพลา๙มอ pSV2 (รูปท่ี 21) 

จ้งเล้อกรีตอมบินนนกพลาส์บิต pSV3 มาอัก!ท r e s t r i c t i o n  map ต่อ เพราะการอัก!ท 

r e s t r i c t i o n  s i t e  ชอง in s e r te d  DNA fragm ent ท่ีม่ชนา«เล็กกว่าชามารททำ 

ไอ้ง่าอกว่า และใช้เป็นช้อกุลในการอัก!ทหาตำแหน่งชอง CGTase gene บน in s e r te d  

DNA fragm ent ไอ้อกอ้วอ

หลังจากทำการอัก!ทการร่ออรีตอมบิแนนท่ีพลาชบิต pSV3 อ้วอเรสํตกช้นเอนไชมี 

ชนิ«ต่างๆ เช้น EcoRI, BamHI, H in d iI I ,  P v u II, P s t I ,  Kpnl, S a il  และ Ndel 

ตามล่าอับ ช้งพลาชบิต pUC18 จะมี r e s t r i c t i o n  s i t e  ชองเอนไชมีเหล่านํ้อร่ เมอ 

นำ d ig e s t io n  m ix tu re  มาตรวจชอบอ้วออะกาโรชเจลอเลตโตรโฟ่ริช้ช (แช«งผลการ 

ทอลองบางต่วนในรูปท่ี 21) พบว่ารีตอมบินนนทพลาสํบิต PSV3 ไม่กุกร่อออ้วอเรชตกช้น 

เอนไชมีเหล่านํ้ แม้ว่าจะไอ้ล«ปริมา«ชอง«เอ็นเอที่นำมาร่อรเป็น 100 นาโนกรัน และเพิ่ม 

ปริมา«เอนไชมีเป็น 20 หนํวอ ต่อ re a c tio n  m ix tu re  และเตรีอมรีตอมบิแนนท์พลาชบิต 

pSV3 โ«รการเปลี่อนเชลล็เจ้าเรีอนจาก E .  c o l i  ชาอพันสุ JM101 มาเป็นชาอพันสุ 

HB101 และ DH5a แล้วกตามอังตงให้ผลการท«ลองเหมีอนเอม อกเว้นการอ,อออ้วอเรชตกช้น
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

23.1 kb
9 .4
6 .6
4 .3

c

รปท่ี 21 พลปีองการสืกแ'าธนาด นละ r e s t r i c t i o n  s i t e  ปีองรีดธมบินนนฑพลาสํมด 

pSV2 และ pSV3 บนธะกาไรสํเาล 0 .8  เปธรเชนด 

ช่องท่ี 1 ดธ s ta n d a rd  A-DNA ร่อรด้วร H in d i1 1 

ช่องท่ี 2 ดธ พลาชมิด p u c i e  

ช่องท่ี 3 ดืธ พลา๙รด PÜC18 ร่ธฮด้วธ BamHI 

ช่องท่ี 4 ดธ รีดอมบิแนนฑพลาชมิด PSV2

ช่องท่ี 5 ดอ รีดธมบินนนทพลา๙มด pSV2 ร่อรด้วอ P s tI

ช่องท่ี 6 ดอ รีดธมบินนนฑพลาส์มิด pSV3

ช่องท่ี 7 ดธ รีดอมบินนนทพลา๙มด pSV3 ร่อรด้วa P s tI

ช่องท่ี 8 ดอ รีดอมบินนนท่ีนลาชมด pSV3 ร่ธร«วร Kpnl

ช่องท่ี 9 ดธ รีดอมบินนนฑพลาชมิด pSV3 ร่ธอด้วร P s tI  นละ Kpnl แรกร้น

ดเธนเอปีนาด 5 .2  kb นำไปทำ l ig a t i o n  ต่อไป
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เ8นไชม P v u I I ,  P s t I  และ Kpnl ตา«ลำรับ กี ่ ให้ร ัก»«ะจอง«เอ็นเอกี ่ก ุกฮ่อรไต้บ้ าง

3 .3  การ๙ร้างและกา?รัตเลอกรัฅอ«บิแนนฑพลา๙»ต pSV5

3 .3 .1  การโตลนร้นต่อเนองจอง CGTase gene จาก รัออ«บินนนทพลาล»ต pSV3

จากปีเรหาก่ีเกอจนในการทำ r e s t r i c t i o n  map จองรัตอ«บิแนนทพลาลมิอ pSV3 

(จ้อ 3 .2 .5 )  จงรัตสินใจโตลนร้นต่อเนองอกอร้ัง โตยเปลี่ยนอเอ็นเอพาหะจากพลาล»อ 

PÜC18 Iปนพลา{(«ล PSE411 จิเงเกี่น e x p re ss io n  v e c to r  ก่ีพ s tro n g  prom otor ออ 

t a c  prom otor และ«บิลทางานการกออรห้ลไปในบิลทางเอรวกันกับ l a c  prom otor จอง 

พลาล«อ pUC18 จากผลการสิกษาานจ้อ 3 .2 .3 .3  และ 3 .2 .3 .4  ตา«ลำรับ แลอง 

าห้เหนว่า CGTase gene อรู่ภารใต้การอวบอุ«จอง l a c  prom otor จงเอ็นการอกี่จะร้าร 

CGTase gene เจ้าไปในพลา๙»อ PSE411 เพราะนอกจากตาอว่าจะ๙าฆารถนก้ปิญหาการ 

สิกษา r e s t r i c t i o n  map แล้วรัง๙า»ารกทำให้ CGTase gene กี่โอลนไต้อฮ่ภารใต้ 

การอวบอุ»จอง t a c  prom otor ต้วร

ลำหรับการโอลนช้นต้เอ็นเอกี่ต้องการกำหนอบิลทางจองการเจ้าเร้อ«กัน ระหว่าง 

ตเอนเอพาหะและร้นอเอ็นเอ ๙า»ารททำไต้โอรการรัอต่อต้วอเร๙ตกร้นเอนไช« 2 ชนอ 

กี่ให้ปลายเหนรวจองร้น«เอ็นเอทั้งลองจ้าง ไ»ลา»ารถเร้อ«ต่อกันตา«กฎIบ๙ตู่๙«ไต้เพอ 

ปิองกันการเบิอ s e l f  l ig a t io n  รังนันจงเลอกใช้เรลตกร้นเอนไช» P s tI  และ Kpnl 

ในการโตลนร้นตร้ังน้ั เพราะท้ังรัตอ«บิแนนทพลาลฆอ pSV3 และพลาล»อ PSE411 » 

r e s t r i c t i o n  s i t e  P s tI  และ Kpnl บน m u ltip le  c lo n in g  s i t e  และ«บิลทางการ 

กออรหลไปในบิลทางเอรวกันอกต้วร และก่ีลำรัฤเตอ รัออ«บินนนทพลาล»อ pSV3 «แนวโน้» 

กี่จะกุกร่อรไต้ต้วรเรลตกร้นเอนไช» P s tI  และ Kpnl เพียง 2 ชบิตน้ํเท่าน้ัน
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นำรดอมบแนนฑพลา๙มีด pSV3 มาฮ่อรต้วฮเร๙ตัก?นเอนไชมี P s tI  และ Kpnl 

(ปีอ 2 .12) แร้วนำ d ig e s t io n  M ixture นาตรวจ๙อบ«วรอะกาโร๙เจลอเลดโตรโฟ่ร?๙ 

พบว่าเรสํตัก?นเอนไชมีทั้ง๙องไม่๙ามารถฮ่อธรดอมบนนนทพลา๙»ต pSV3 ไต้อฮ่างสํมบุรแร่ แต่ 

ก็ไต้แ๙ตงแถบปีอง?นต้เอ็นเอปีองพลา๙มีด PUC18 และ in s e r te d  DNA fragœ en t ออก 

มาแ๙ดงว่าดเอ็นเอปิองรดอมบนนนฑพลา๙มีด pSV3 โต รต่วน'ใหญ่ทุกฮ่อฮต้ว8 เอน'ไช»ท้ัง๙อง 

ตัตอะกาโร๙เจลก่ีมี?นดเอ็นเอปีนาดประมาท! 5 .2  kb (รุปก่ี 21, ช่องท 9) ?งดาดว่าเป็น 

in s e r te d  DNA fra g n e n t ก่ีมี CGTase gene อฮ่ แร้วนำอะกาโร๙เจลกี่เลอกตัด 

มาแฮก?นต้เอ็นเฮออกจากเจลโตรวิสี e l e c t r o e lu t io n  (ปีอ 2 .1 0 .1 )  เพอนำ?น«เอ็นเอ 

ไปทำ l ig a t io n  ต่อไป

นำต้เอ็นเอพาหะ PSE411 มาฮ่อฮต้วฮเร๙ดก?นเอนไชมี P s tI  และ Kpnl นำ 

d ig e s t io n  M ixture มาตรวจ๙อบต้วฮอะกาโร๙เจลอเลดโตรโฟ่ร?๙ แร้วตัตอะกาโร๙เจล 

ก่ีมีแถบปิอง?นดเอนเอปีนาด 4 kb (รุปก 22) นำมาแรก?นต้เอ็นเอออกจากอะกาโร๙เจล 

ตัวรวิสี e le c t r o e lu t io n

หลังจากเกี่อ»ชํ้นดีเอ็นเอพาหะกี่»ปลา8 P s tI  และ Kpnl ท้ังแบบไม่ผ๙»และพ๙» 

กับ?นดเอ็นเอปีนาดประมา{น 5 .2  kb ท่ีมีปลา8 P s tI  และ Kpnl ?งแรกไต้จากรดอ»มีแนนก 

พลา๙มีด pSV3 แร้วกราน๙ฟ่อรมเปิา E .  c o l i  s t r a i n  HB101 หลังจากนันกระจาฮแอ 

บน LB-gar ก่ีเสํรมฮาปฎิสีวนะแอ»พ?ลน บ่»ก่ีอแ!หภมี 37 "ช เป็นเวลา 24 ? วโมง ? ง 

เชลลเจ้าIรอนกี่ได้รับพลา๙มีดเก่านั้นจ้งจะสำมารกเจร^ในอาหาร l i a งแอจานนั้ไต้ พบว่า 

l ig a t io n  M ixture กี่มีเฉพาะ?นดเอนเอปีองพลา๙มีด PSE411 ให้กราน๙ฟ่อรแมนก 

จำนวน 7 โดโลน ?งน่าจะเกดจากพลา๙มีด PSE411 บาง๙วนถกฮ่อรต้วฮเร๙ตัก?นเอนไชมี 
เพรงชนิดIดรว?งปนแอนมากับพลา๙มีดกี่กุกฮ่อฮต้วฮเร๙ตัก?นเอนไชมีท้ัง๙องชนด ทำให้?น 

ดเอ็นเอพาหะกี่กุกร่อรตำแหน่งเดฮวเกัดการ s e l f  l ig a t io n  ไต้ ในปิแ!ะก่ี l ig a t io n  

M ixture กี่»?นดเอ็นเอพาหะผสํ»รวมกับ?นดเอ็นเอปีนาดประมาm 5 .2  kb กี่แรกจากรดอม 
บนนนกพลา๙มีด pSV3 ให้กราน๙ฟ่อร์น»นกท้ังหมด 359 โดโลนิ น๙ดงว่ากราน๙ฟ่อรแมนก
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รุปก่ี 22 ผลปีองการร่อรพลาฟ้ด pSE411 ล้วฮ P s tI  และ Kpnl บนอะกาโรส์เจล 

0 .8  ๗ อรเชนต

ส่องท 1 คอ s ta n d a rd  /-DNA อ่อaค้วฮ Hindi 11 

ส่องท่ี 2 คอ คีเอ็นเอพาหะ PSE411

ส่องท 3 คอ คีเอ็นเอพาหะ PSE411 ร่อรค้วa P s tI  และ Kpnl

แรกเนดเอ็นเอปีนาค 4 kb นำไปท่า l ig a t i o n  ต่อไป
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3 .3 .2  พลการวัค A a y lo ly tic  A c t iv i ty

เมอนำกราน๙ฟ่อรนมนก่ีก่ีชุ่«เลอกจากท้อ 3 .3 .1  มาเจรีฤเบนจานอาหารเลํ้กงแอ 

L B -sta rch  a g a r , pH 7 .4  ก่ีเชรีมกาปฎสิวนะแอมพ?ล้น บ่มriaaJWภูม 37 ■ ช เกี่นเวลา 

60 สิวโมง แล้วนำมากคชอบกับชารละลากไอโอตีน (3 0 2 .1 0 .5 .2 )  พบว่ากรานชฟ่อรีแมนก่ี 

กี่ชร้างเนใหม่ให้วงใชรอบโคโลน โคกม่เช้นพ่าชุนกกลางประมาน! 1 .2  เชนตีเมตร ในธท!ะ 

กรานชฟ่อรแมนกกได้รับพลาชม่ค PSE411 ไม่ให้วงใส์รอนโคโลนํ ให้ก่ีอทรานชฟ่อรีแมนและ

รีคอมบแนนก่ีพลาชมิคก่ีชร้างร้ํนใหม่ว่า SV5 และ PSV5 (รูปก่ี 23)

3 .3 .3  พลการกำ Phenol red  in c lu s io n  co ap lex  t e s t  (PICT)

เมอนำกรานฟ่อรีแมนก่ี SV5 มาตรวจชอบแอ«ตีวตีรองเอนไชม CGTase ต่อ ด้วก 

การกำ PICT โคกนำกรานชฟ่อรีแมนก่ี SV5 มาเพาะเลกงใน PM aedium กี่เชรี»กา

ปฎิสิวนะแอมพ?ล้น บ่มก่ีอุท!หภมิ 37 “ช พบว่ากรานชฟ่อรีแมนก่ี SV5 ชามารถเปลกนสิ3อง

อาหารเลกงแอ PH medium จากสินคงเกี่นตีเหลอง เมอบ่มเลกงเกี่นเวลา 72 สิวโมง 

ในธท!ะก่ีฑรานชฟ่อรีแมนก่ีได้รับพลาชมิค PSE411 ไม่ชามารถเปลี่กนสิ3องอาหาร เลกงIเอ ได้ 

(รูปกี่24)

3 .3 .4  ผลรอง C y c lo d e x d r in - tr ic h lo ro e th y le n e  assay  (CD-TCE assay )

นำกรานฟ่อรีแมนก่ี SV5 พาเจร ี(Ïใน L B -sta rch  b ro th , pH 7 .4  กี่เส์รีมกา

ปฎสิวนะแอมพ?ล้น จำนวน 100 มิลล้ล้ตร บ่มก่ีอุทเหภมิ 37°ช เกี่นเวลา 72 สิวโมง แล้วนำ 

ส์ารละลากเอนไชมจากส่วนนั้าเลกงแอ (S 1 ), ส่วน3อง su p e rn a te  (S2) และกั้งเชลล

ส่วนใหญ่ เกัคจากการกี ่ เชลลเร้ าเรีอนได้รับรีคอมบนนนกี ่พลาชมิคกี ่ชร้ าง3นใหม่ ดังนั ้นจงเลอก

กราน๗ อรีแมนกี ่มา 1 โคโลน แบบชุ ่มจากกราน๙ฟ่อรีแมนกี ่ กังหมค เพี ่อนำไปฑคส์อบแอคตีวตี

ธองเอนไชม CGTase ต่อไป

T ระ
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รปท่ี 23 ผลปีองการฑดส์อบด้วรส์ารไอโอคืนบนจานอาหารเลํ้รงแอ L B -sta rch  agar 

ท่ีเส์ริมราปฎิริวนะแอมพิ?ลินานปริมาณ 50 ไมโครกรัมพ่อมิลลิลิตร หลังจากบ่ม 

เล ํ้องแอท ี่ 37 "ช เป็นเวลา 60 ลัวโมง

โคโลน ก. คอ E . c o l i  s t r a i n  HB101 c o n ta in in g  PSE411 

โคโลน ปี. คอ E .  c o l i  s t r a i n  HB101 c o n ta in in g  pSV5 (SV5)



9 1

ก ! !  «

รปก่ี 24 ผลการกดฟ้อบ Phenol red. in c lu s io n  complex t e s t  หลังจากเ

เ^อานอาหาร PM หรอ PM medium ru ฟ้ริมราปฎิรัวนะนอมพรัลินานปริมาณ

50 ามโครกรัมต่อมลลิลิตร ก่ึอุณหภม 37 °ช เป็นเวลา 72 รัวโมง 

หลอดกดลอง ก. คอ B a c i l l u s  A11

หลอดกดลอง ปี. คอ E .  c o l i  s t r a i n  HB101 c o n ta in in g  pSE411 

หลอดทดลอง ค. คอ E .  c o l i  s t r a i n  SV5 (pSV5>

5a>
 AC
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(PC) (รูปที ่แ) มาฑตสํอบliaคติวิต้3องเอนไชพ CGTase โตรการทำ CD-TCE assay

(aa 2 .1 0 .5 .4 )  พบว่าสำรละลาอ เอนไชมจากสํวน S1 นละ S2 ให้ตะกอน CD-TCE

complex ม d i lu t io n  l im i te  เท่ากับ 2* ท้ังต่ ในขถเะท่ีลํวน PC ไม่พบตะกอน CD-TCE 

complex เลธ

3 .3 .5  การวิเตราะห CDs ท่ีเท่ีตจากฑรานสํฟอรแมนก SV5 โตgวิธ HPLC

เมอนำสำรละลาอตัวอร่างที่เตรีอมจากตะกอน CD-TCE complex และเตรอมจาก 

re a c t io n  m ix tu re  โตอตรง โ?งไม่ต้องตกตะกอน CDs ต้วอ TCE มาวิเตราะห CDs 

ต้วอ HPLC (aa 2 .14) พบว่าสำรละลาอตัวอร่างที่เตรอมจากตะกอน CD-TCE complex 

ที่เกัตจากการทำงานธองเอนไชมโนนาเลองแอ (S1) นละล่'วนธอง su p e rn an te  (S2) 

ตามลำตับ (รูปท่ี 11) ของทรานสํฟ่อรแมนri SV5 ให้ลักน(นะaองโตรมาโตแกรมเป็น pea1: 

เต้อว และม่ r e te n t io n  tim e เท่ากับ 7 .19  นาท่ี ฑังต่ (รปท่ี 25 fy. และ 25 ฎ.) 

โ?งมเวลาใกล้เต้องกับ r e te n t io n  tim e 8อง peak ธอง s ta n d a rd  P-CD ท่ีมต่าเท่ากับ 

7 .24  นาท่ี มาก (รูปท่ี 25 ช .) ตังนั้นจงนำเอาสำรละลาอตัวอร่างในแต่ละตัวอร่างผสํม 

กับสำรละลาอมาตรฐาน P-CD ในอัตราสํวน 1:1 (โตอปรมาตร) ใช้เก็น in te r n a l  

s ta n d a rd  แล้วฉตเช้าเตรอง HPLC พบว่าไต้ peak เต่ีอวเหมอนเติมฑังต่โตอมพนท่ีใต้ 

peak เพิ่มเนจาก peak เติมประมาfa 2 เท่า และม r e te n t io n  tim e เท่ากับ 7 .24 

และ 7.25 นาท่ี ตามลำตับ (รูปท่ี 25 ฎ. และ 25 ฐ .)  น้ันแสํตงว่าตะกอนขาวท่ีนำมา 

วิเตราะหต้วอ HPLC ต้อ P-CD

ลำหรับสำรละลาอตัวอร่างที่เต ร ีรมจาก r e a c t io n  m ix tu re  ก็พบว่าสำรละลาอ 

เอนไชมจากลํวน ร1 และ S2 ธองกรานสํนเอรีแมนท SV5 สำมารถเปลี่รนแห้งไปเก็น CDs 

ไต้ท้ัง 3 ชนํตต้อ a - ,  0 - , และ ร-CD ในอัตราลํวนเท่ากับ 1 :1 .9 :6  และ 1 :1 .4 :3 .1  

ตามลำตับโตอพจารถทจากหนท่ีใต้ peak น้ันแสํตงว่า TCE สำมารถตกตะกอน CDs ไต้ 
เฉพาะ P-CD เท่าน้ัน (รูปท่ี 25)
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รปก่ี 25 ลักษ■ ผะปีองโดรมาโตนกรมปีaงผลัตภัผท CDs จากการวเ«ราะพด้ารเดรอง

HPLC (23 2 .14) โดรา ช้ fi a ลัมน Supelco-NHE «วช’ะคอ ตัวทำละลารผสํม 

A c e t o n i t r i l e :v a te r  เท่ากับ 75:25 (V/V) ตัตราเรว 2 มลลัลัตร

ต่อนาฑี, r e te n t io n  t i n e  มหน่วรเโ]นนากี

ก .-ช . «3 สำรละลารนาตรฐาน g lu co se  , B ia lto tr io se , œ a l to te t r a o s e ,  

œ a lto p en tao se  , m altohexaose , a -  , P -  และ Ï-CD ดามลำดับ 

(ดวามเร้มร้นอร่างละ 5 มลลักรัมต่อมลลัลั«1 , ฉีด 20 ไมโ«รลัดร)

ฤ!.-ฎ. «a สำรละลาอธองตะกอนรุ่นปีาวกี่เกั«จากการทำงานปีองเอนไชม ในลํวน ร1

และ S2 ตามลำดับ จากกรานสํฟ่aรนมนก่ี SV5 (pSV5, ฉีร3ร่างละ 20

ไมโดรลัตร)

ฎ .-ฐ . «a สำรละลารปีรงตะกอนรุ่นปีาวกี่เก«จากการทำงานธaง เ aนไชม ในลํวน S1

และ ร2 ตามลำดับ จากกรานสํฟ่อ ร แมนก่ี SV5 (pSV5) พสํมกับสำรละลาร

มาตรฐาน p-CD ในอัตราลํวน 1 ะ 1 โดรปร้มาตร (ฉีดอร่างละ 40

ไมโดรลัตร)

ท . ด อ  สำรละลารตัวaร่างกี่เตรรมจาก re a c t io n  œ ix tu re  ปีองสำรละลาร

Iอนไชม ร1 และ S2 ตามลำดับ จากการกรานสํฟ่อรแมนก่ี SV5 (pSV5,

ฉีดaร่างละ 20 ไมโดรลัตร)
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รปท่ี 25 ก.. 

รปท่ี 25 ปี.

รปท่ี 25 ค.

รปท่ี 25 ง.

รปท่ี 25 จ.

รปท่ี 25 a.

รปท่ี 25 ปี.

รปท่ี 25 ปี.

รปท่ี 25 0).

g lu co se

■ altose

.■ ร.94 -----  l a l t o t r i o s e

■ altopentaose

■ altohexaose

Ot-CD

7 . 2 4 ----------P-CD

Ï-C D



? ,  1 9 p-CDรุปท่ี 25 fg.

รปท่ี 25 ฎ. p-CD

■ altose
a-CD— p-CD 

----- Ï-CD

รปท่ี 25 ท.

2 4? —-----  g lu co se4~2 _____ « a l t o t e t r a o s e
4 7'4ÿ, 5 4 ——  «-CD1-' ■ 1 2 -------  P-CD
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3 .3 .6  ผลaaงกา?ติก»าทงความแดกด่างในกา?ฟ้ร้างโปรตีนจากเชรเจ้าเร้8น (Jร’. 

c o l i  s t r a i n  HB 101), ท?าน๗ a?แมนกท่ีได้รับใเรา๙»R PSE411 แระ 

pSV5 ร้วร เ8ฟ ้ต ีเaฟ้-โพลละไค?ลาไมดเจลชนดแผ่น

นำ E .  c o l i  s t r a i n  HB101 มาเพาะเลํ้รงใน3าหาร L B -broth  ฟ้วน 

ทรานฟ้ฟ่ลร้แมนท่ก่ีไร้รับพลาฟ้รด PSE411 และ pSV5 เพาะเลํ้ฮงาน L B -broth  ก ี่๗ ?มรา 

ปฎรัวนะแลมพิรลน จำนวน 1 รลล้ล้ตร บ่มก่ีลุทรหภุม 37 °ช เป็นเวลา 24 รัวโมง ช่นเก็บ 

เชลล แล้วเติม sam ple b u f fe r  เพลนำไปวิเดราะหร้วรเลฟ้ตีเ8ฟ้-โพลัละไค?ลาไมคเจล 

ติเลคโตรโฟรรัฟ้ โครมเลนไชม่ CGTase จาก B a c i l l u s  A11 ก่ีแรกไร้ค,ลนช้างบวิฟ้ท{โ 

เป็นฟ้า?มาด?ฐานในกา?เปร้รบเท่รบวิเคราะห้ผล (ช้ล 2 .15)

จาก?ปก่ี 26 ก่ีแฟ้ดงแถบaaงโป?ตีนจากการทำเลฟ้ตีเอฟ้-โพลัละได?ลาามดเจล

อเลดโค?โฟ?รัฟ้ พบว่าทรานฟ้ฟ่อ?แมนท SV5 จะฟ้ร้างโปรตีนกี่ม3นาดเท่ากับเลนไชม

CGTase จาก B a c i l l u s  At 1 ในaท!ะก่ีเชลล้เจ้าเรัลนและท?านฟ้ฟลร้แมนฑก่ีไร้รับพลาฟ้รด 

PSE411 จะไม่ป?ากฎแถบโป?ตีนดังกล่าว จ้งคาดว่าโป?ตีนนํ้ฟ้ร้าง3นโดรการถลดรหัฟ้aลง

CGTase gene ก่ีโดลนไร้ในท?านฟ้ฟลร้แมนท SV5

3 .3 .7  ติก»Taนาดและ r e s t r i c t i o n  s i t e  3ลง?คลุมบิแนนทพลาฟ้รด pSV 5

จากผลกา?ทดฟ้ลบ a a y lo ly t i e  a c t i v i t y ,  PICT, CD-TCE assay  และกา? 

วิเคราะห้ CDs ร้วร HPLC รวมท้ังการกี่ทรานฟ้ฟa?แมนท SV5 ไร้ให้แทบโป?ตีนกี่มธนาดเท่า 

กับเลนไชม CGTase นันแฟ้ดงว่า in s e r te d  DNA fragm ent 8ลงร้ดลมบแนนท่พลาฟ้รด

pSV5 ดังกล่าวม CGTase gene อร่ร้วร

ภารหลังกา?ดรวจฟ้0บจนเป็นกี่แนํใจไร้ว่าฟ้ามา?ทโคลน CGTase gene จาก 

B a c i l l u s  A11 เช้าไปใน?«ลมบนนนท่พลาส์รด pSV5 จงทำการติก»า r e s t r i c t i o n

map aaง?ดลมบ่แนนฑพลาฟ้รด pSV5 ด่ลไป โครเจ?ญทรานฟ้ฟ่ล?แมนท่ SV5 ใน8าหาร

เลรงเ^อ LB -broth กี่เฟ้?มราปฎรัวนะแลมพรัลน จำนวน 100 มลลลด? บ่มก่ีลุ«หภร 37°ช
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ฒิ฿เ*

1 2  3 4

รุปท่ี 26 รปแบบ'โปรตีนปีองเอน'ไชม CGTase ท่ีแฮกผ่านคอลัมน ตีอีเออ-เชลลโลส, 

โปรตีนที่สร้างจากเชลเจ้าเร้อน และ ทราน๗ อร้แมนท่ี แฮกโคฮเอชตีเอส'

โพลอะไครลาไมตีเจลอเลคโตรโฟร้ช้ส 10 เปอร้เชนตี ใช้กระแสไฟฟ้า

30 mAm ต่อแผ่นเจล ท่ีอุก!พภมิฟ้อง เที่นเวลา 2-3 ช้าโมง (อ้อ 2 .15)

ช่องท่ี 1 ตีอ แทบโปรตีนท่ีสร้างจาก E .  c o l i  (เชลเจ ้าเร ้อน )

ช่องท่ี 2 คอ แถบโปรตีนท่ีสร้างจาก ฑรานสฟอร้แมนท SV5 (pSV5)

ช่องท่ี 3 คอ แสบโปรตีนท่ีสร้างจาก E .  c o l i  c o n ta in in g  pSE411 

ช่องท่ี 4 คอ CGTase (12 ไมโครกรัมโปรตีน)
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เป็นเวลา 24 ข้าโมง แล้วนำมาชกัดพลาส์มิดค้วรวิtr a lk a l in e  e x t r a c t io n ( ข้อ 2 .7 .2 )  

จากนันอ็น่ารีคอมบิแนนฑพลาชมิด pSV5 มาสืกษ■ าอนาดและ r e s t r i c t i o n  s i t e  โลรการ 

ร่อยด้วยเรชตกข้นเอนไชมีชนิดต่างๆ แล้วน่ามาตรวจชอบค้ารอะกาโรชเจลอิเลดโตรโฟ่รีข้ช 

เปรียบเกีฮบอนาดอองข้นดเอ็นเอกับปีนาดมาตรฐานปีอง A-DNA สิงย่อยค้วฮ H in d i1 1 พบว่า 

รีดอมบแนนทพลาชมิด pSV5 มีปีนาคประมาณ 9 .2  kb และเมอฮ่อรรีดอมนิแนนฑพลาชมิด 

pSV5 ด้วฮ P s tI  และ Kpnl แล้วนำ d ig e s t io n  m ix tu re  มาตรวจชอบค้าฮอะกาโรช 

เจลอิเลดโตรโฟ่รีสิช พบแถบปีองข้นลเอ็นเอ 2 แถบ ปีนาดเท่ากับ 4 และ 5 .2  kb สิงอ็ค้อ 

ข้นค้ เอ็นเอจากฬลาชมิด PSE411 และ in s e r te d  DNA fragm ent ท่ีโคลนจากรีคอมบแนนท 

พลาชมิด pSV3 ตามลำดับ (รูปท่ี 27, ข้องท่ี 6)

จากการร่อยรีดอมบแนนฑพลาชมิด pSV5 ค้วรเรชตกข้นเอนไชมีชนิดต่างๆ ดังแชดง 

ในรูปท่ี 27-32 พบว่า r e s t r i c t i o n  s i t e  ท่ี'ไม่มีอฮ่บน in s e r te d  DNA fragm ent 

ค้อ BamHI, B g lI I ,  c l a l ,  EcoRI, P s t I ,  S e a l, xbal และ xhol เป็นท่ีน่า 

ลังเกตว่าเรชดิกข้นเอนไชมี BamHI ไม่ชามารถฮ่อฮรีคอมบแนนฑพลาส์มิล pSV5 ไค้ แชดงว่า 

r e s t r i c t i o n  s i t e  BamHI ไค้ชถฺ!เสืรไปแล้ว ภารหลังจากการโคลนในปีนตอนการเตรีรม 

รีดอมบแนนฑพลาชมิด pSV3

รูปท่ี 28 ข้องท่ี 6 และ 8 แชลงให้เห็นว่ามีตำแหน่งออง Hpal และ PvuII 

อร่างละ 1 ตำแหน่งบน in s e r te d  DNA fragm ent และรูปท่ี 29 ข้องท่ี 3, 4 และ 6 

พบว่าตำแหน่ง Hpal อฮ่ห่างจากตำแหน่ง Kpnl บแดเอ็นเอพาหะประมาณ 2.2 kb โดย 

ตำแหน่ง PvuII น่าจะอยู่ downstream จากตำแหน่ง Hpal ประมาท! 0 .1  kb นอกจากน 

จากรูปท่ี 32 ข้องท่ี 2 และ 3 รังพบว่าตำแหน่ง Hpal อยู่ห่างจากตำแหน่ง P s tI  บน 

ดเอ็นเอพาหะมากกว่าตำแหน่ง PvuII ประมาท! 0 .1  kb จรีง และมีปีนาคประมาท! 3 kb 

สิงชอลดล้องกันกับเมอ P s tI  อยู่ห่างจากตำแหน่ง Kpnl บนดเอ็นเอหาหะประมาท! 5 .2  kb
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จากรูปก่ี 27 ฝองฑ 7 แลํองให้เห็นว่าม้ตำแพน่ง Ndel 1 ตำแหน่งบน in s e r te d  

DNA fragm ent และจากรูปกี่ 29 ฝรงท่ี 2 พบว่าตำแหน่ง Ndel อรุ่ห่างจากตำแหน่ง

P s tI  บนดีเห็นเอพาหะประมาช 1 .7  kb

จากการโอลน K pn I-P stI fragm ent จากรีออมบนนนทพลาลํมอ pSV3 มาไว้ใน 

พลา๙มอ PSE411 ไอ้อันนิ»ฐานว่าบรีเวท!ปีอง m u ltip le  c lo n in g  s i t e  xbal กง

P s tI  (จากพลาลํมิอ pUC18) อังตงม้อร่ในรีตอมบนนนฑพลาร[มอ pSV5 แต่จากการร่อรอ้วก 

เรสํอิกอันเอนาชม้พบว่า Xbal ไม่ส์ามารทร่อกรีออมบแนนทพลาส์มิอ pSV5 ไอ้ แม้ว่าจะพบ

ตำแหน่ง S a li  บนรีออมบิแนนทพลาลํนิอ pSV5 1 ตำแหน่ง นอกจากน้ํจากซ้อมลานรูปก่ี 29

ร่องกี่ 3, รูปก่ี 30 ร่องกี่ 4 และรูปก่ี 32 ร่องกี่ 5 กี่ร่อกอ้วกเรลํอิกอันเอนไชม Ndel และ 

A ccI, AccI และ Hpal และ AccI และ PvuII ตามลำอับ กนอันว่าตำแหน่ง AccI

บน in s e r te d  DNA fragm ent ม้ฑ้ังหมอ 3 ตำแหน่ง โอกก่ีไม่ม้ตำแหน่ง AccI บน

ดีเห็นเอพาหะอังเป็นตำแหน่งเดีฮวกับ S a li  ซ้อมลทังหมอลํรูปว่าตำแหน่ง AccI อร่ห่างจาก 

ตำแหน่ง Kpnl บนดีเห็นเอพาหะประมาท! 0 .5 , 1 .3  และ 3 .1  kb ตามลำอับ ตาอว่า 

ตำแหน่ง S a li  1 ตำแหน่งก่ีพบบน'รีออมบแนนฑพลาลํมิอ pSV5 จะตรงกับลำแหน่ง AccI 

ลำนหน่งาอลำแหน่งหน่ิงบน in s e r te d  DNA fragm ent และร่วนปีอง X b a l-P s tI  ใน

m u ltip le  c lo n in g  s i t e  ไอ้ลํญเอัแไปในช้ันตอนการIตรีรมรีตอมบนนนฑพลาร์[มอ pSV5

จากรูปก่ี 31 และ 32 (ร่องกี่ 7 -9) แร[องให้เห็นว่ามืตำแหน่ง Mlul 3 ตำแหน่ง 

บน in s e r te d  DNA fragm ent และอร่ห่างจากตำแหน่ง Kpnl บนดีเห็นเอพาหะประมาท! 

0 .5 , 0 .95  และ 3 .5  kb ตามลำอับ
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จากการสิกษา r e s t r i c t i o n  map ชองรีคอมบแนนก pSV5 ไผ่สำมารถบอก 

ตำแหน่งท่ีแน่!?คชอง AccI และ พ1น1ไค้ เพราะจากธ้อมุลตำงๆคังที่กล่าวมาแสํคงาห้เห็นว่า 

ตำแหน่ง AccI อรู่ห่างจากตำแหน่ง Kpnl บนคเอ็นเอพาหะพอๆกับตำแหน่ง Mini จงคาคว่า 

ตำแหน่ง AccI และ Mlul มีตำแหน่งท่ีใกัลเครงกันมาก อีก 2 ตำแหน่งท่ีมีลักษเนะเครากัน

คอตำแหน่ง Mlul และ Ndel ร่งอรู่ห่างจากตำแหน่ง Kpnl บนคเอ็นเอพลาสํมีคประมาท!

3 .5  kb

r e s t r i c t i o n  map ชองรีคอมบแนนทพลาสํมิล pSV5 ไค้รวบรวมแสํคงานรปท่ี 33
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1 2  3 4 5  6 7 8  9 10

รปท่ี 27 ผลปีองการสิกษาปีนาคและ r e s t r i c t i o n  s i t e  ปิองร ีคอมบแนนกพลาส์มิด 

pSV5 บนอะกาโรชเาล 1 .2  เปอรีเชนต 

ช่องท่ี 1 คอ s ta n d a rd  À-DNA ร่อยค้าธ Hindi 11 

ช่องท่ี 2 ค้อ ค้เอ็นเอพาหะ PSE411 ร่อยค้วย P s tI  และ Kpnl 

ช่องท่ี 3 ค้อ รีคอมบแนนท่ีพลา๙มิด pSV5

ช่องท่ี 4 ค้อ รีคอมบินนนกพลาส์มิด pSV5 ร่อยด้วย P s tI

ช่องท่ี 5 ค้อ รีคอมบิแนนกพลาส์มิค pSV5 ร่อยด้วย Kpnl

ช่องท่ี 6 ค้อ รีดอมบินนนกพลาชมิค pSV5 ร่อยด้วย P s tI  และ Kpnl

ช่องท่ี 7 ค้อ รีคอมบิแนนฑพลาชมิด pSV5 ร่อยด้วย Ndel

ช่องท่ี 8 ค้อ รีคอมมิแนนฑนลาชมิค pSV5 ย่อยด้วย AccI

ช่องท่ี 9 ค้อ รีคอมบินนนกพลาชมิค pSV5 ร่อยด้วย S a li

ช่องท่ี 10 ค้อ รีคอมมิแนนกพลา๙มิด PSV5 ร่อยด้วย BamHI



1 0 2

10

23.1 kb
6 เ64 .3

1 :2

0 .6

๏
รฺปท่ี 28 ผลปิ0'3ทารสืกษาปินาคและ r e s t r i c t i o n  s i t e  ปิองรีคอมบแนนฑพลาส์มิค 

pSV 5 บนระกาโร๙เจล 1 .0  เปรรีเชนล 

ช่องท่ี 1 คอ s ta n d a rd  A-DNA ย่อรด้วร Hindi 11 

ช่องท่ี 2 คอ รีคอมบแนนท่ีพลาฟ้มิค pSV5 

ช่องท่ี 3 คอ รีรอมบแนนท่ีพลาสํมิค pSV5 ย่ออค้วร Hindi 11

ช่องท่ี 8 คอ รี«อมบแนนท่ีพลาส์มิค pSV5 ย่อรควร Hpal

ช่องท่ี 9 คอ รี«อมบิแนนท่ีพลาสํมิค PSV5 ย่อรค้วร xbal

ช่องท่ี 10 คอ รีคอมบแนนท่ีพลาส์มิค pSV5 ย่อรค้วร B gIII
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0

1 2  3 4 5 6 7 8  9

— -  ^ ■

0

รปท่ี 29 ผลปีองการสิกษาปีนาดและ r e s t r i c t i o n  s i t e  ปีองรีดอมซแนนท่ีนลาลมิล 

pSV 5 บนอะกาโรล เ จล 1 .2  เปอรีเชนต 

ช่องท่ี 1 ดือ s t a n d a r d  A-DNA ฮ่ออด้วอ H i n d m  

ช่องท่ี 2 ดือ รีดอมบแนนท่ีพลาลมิด PSV5 ฮ่ออด้วอ N d e l  และ P s t I

ช่องท่ี 3 ดือ รีดอมบแนนท่ีพลาส์มิด pSV5 ฮ่อรด้วอ N d e l  และ Acc I

ช่องท่ี 4 ดือ รีดอมบแนนท่ีนลาส์มิด pSV5 ฮ่อฮด้วอ P v u I I  และ S e a l

ช่องท่ี 5 ดือ รีดอมบแนนท่ีพลาสํมิด pSV5 ฮ่ออด้วอ Hpal  และ S e a l

ช่องท่ี 6 ดือ รีดอมบแนนฑพลาส์มิด pSV5 ฮ่ออด้วอ Hpal  และ Kpnl

ช่องท่ี 7 ดือ รีดอมบิแนนท่ีนลาลมิด pSV5 ร่ออด้วอ P v u l

ช่องท่ี 8 ดือ รีดอมบแนนฑนลาลมิด pSV5 ฮ่ออด้วอ Xho l

ช่องท่ี 9 ดือ รีดอมบแนนฑนลาลมิด pSV5
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1 2  3 4

pSV 5 บนaะกาโรส ํ เจล  1 . 5  เปอรเชนต

ร ่aงท่ี 1 คอ s ta n d a rd  A-DNA ร่อฮค้ว8 Hindi 11

ร่องท่ี 2 กอ รีคอมบนนนท่ีพลาส์มิค PSV5

ร่องท่ี 3 คอ รีคอมบิแนนท่ีนลาส์มิค PSV5 ร่อ8ด้วฮ AccI

ร่องท่ี 4 คอ รีคอมบแนนกพลาส์มิค PSV5 ร่อธค้วa AccI และ Hpal
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1 2 3 4 5

23.19 .46 .64 .3

2.32.0

0 .6
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รุปก่ี 31 ผลปีองการสิกแ-าปีนาคแระ r e s t r i c t i o n  s i t e  ปีองรีคอมบแนนฑพลาสผิค 

pSV 5 บนอะกาโรส!.จล 1.2 เปอรีเชนต 

ส่องท 1 คอ s ta n d a rd  A -DNA ร่อธค้วร Hindi 11 

ส่องก่ี 2 คอ รีคอมบแนนฑพลาสผิค pSV5

ส่องก่ี 3 คอ รคอมบินนนทนลาส์ผิค pSV5 ร่อรค้วธ MlนI

ส่องก่ี 4 คอ รีคอมบแนนฑพลาสผิค pSV5 ร่ออค้วฝื Mini และ c 1a l

ส่องก่ี 5 คอ รีคอมบนนนทพลาสผิค pSV5 ร่อรค้วธ M1นI และ P s t I



1 0 6

รปท่ี 32 ผลชองการสืกษาปีนาดและ r e s t r i c t i o n  s i t e  ชองรดอมบิแนนฑพลาส์มด

pSV5 บนอรกาโรส์เจล 1 .2  เปอรีเชนค

โ}องท่ี 1 คอ s ta n d a rd  À-DNA ร่อกล้วอ H in d i11

ส่องท 2 คอ รีคอมบิแนนท่ีพลาลมิด pSV5 ร่อฮคืวอ P s tI และ Hpal

โ}องท่ี 3 คอ รีคอมบิแนนฑพลาลมิล pSV5 ร่ออค้วอ P s t I , Hpal และ PvuII

ส่องท่ี 4 คอ รีคอมบิแนนฑพลาส์มด pSV5 ร่อรด้วอ AccI

ส่องท่ี 5 คอ รีคอมบิแนนฑพลาลมิด pSV5 ร่ออด้วอ AccI และ PvuII

ส่องท่ี 6 คอ s ta n d a rd  A-DNA ร่ออดวอ H indi 11

ส่องท่ี 7 คอ รีคอมบิแนนฑพลาส์มิด pSV5 ร่ออด้วอ Mini

ส่องท่ี 8 คือ รีคอมบิแนนท่ีพลาโเมิด pSV5 ร่อรด้วอ Mill I และ Hpal

ส่องท่ี 9 คือ รีคอมบิแนนท่ีพลาล'มิด pSV5 ร่ออด้วอ Ml น I และ Ndel

ส่องท่ี 10 คือ รีคอมบินนนทพลา๙มิด pSV5 ร่ออด้วอ Ndel
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รปท่ี 33 R e s t r ic t io n  map จรงรดอผบแนนกพลาสมิด pSV i)

ะ แส'ดงกง9นดเอนเอรองโดรโมโชมจาก B a c i l l u s  A 11 

riîïîhi CGTase gene

: แสตงกงบรเ.วก! m u lt ip le  c lo n in g  s i t e s  บางส่วน

สากพลาสบด pUC 18

ะ แสดงกงพลาสบิด PSE411
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