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ไซยาโนแบคทีเรียเปqนส่ิงมีชีวิตท่ีมีความสามารถในการสังเคราะห*แสง สามารถดำรงชีวิตอยู7ไดGใน

สภาพแวดลGอมท่ีหลากหลาย แมGกระท่ังในสภาพแวดลGอมสุดข้ัว โดยหน่ึงในไซยาโนแบคทีเรียท่ีน7าสนใจ คือ 

Halothece sp. PCC7418 ท่ีสามารถอาศัยอยู7ในสภาพแวดลGอมท่ีมีความเค็มสูงไดG โดยกลไกสำคัญท่ีทำใหGไซ

ยาโนแบคทีเรียสามารถดำรงชีวิตในสภาพแวดลGอมท่ีหลากหลายไดG คือการมีระบบรับส7งสัญญาณท่ีเรียกว7า 

two component system (TCS) มีหนGาท่ีหลักในการตอบสนองต7อการเปล่ียนแปลงต7อสภาพแวดลGอม ซ่ึง

ระบบดังกล7าวจะประกอบดGวยโปรตีน histidine kinase (HK) ทำหนGาท่ีรับสัญญาณส่ิงแวดลGอม และ 

response regulator (RR) ทำหนGาท่ีควบคุมการตอบสนองต7อส่ิงแวดลGอมของเซลล* นอกจากน้ียังพบโปรตีน

รูปแบบอ่ืน คือ hybrid kinases (HyK) จากการสืบคGนขGอมูลจีโนมของ Halothece sp. PCC7418 พบว7ามียีน

ในกลุ7ม RR 44 ยีน โดยเลือกมาศึกษา 17 ยีน ไดGแก7 PCC7418_0084, PCC7418_0225, PCC7418_0226, 

PCC7418_0392, PCC7418_0469, PCC7418_0612, PCC7418_0618, PCC7418_0623, 

PCC7418_0892, PCC7418_1006, PCC7418_1046, PCC7418_1070, PCC7418_1116, 

PCC7418_1120, PCC7418_1121, PCC7418_1355, และPCC7418_1501 จากน้ันนำมาวิเคราะห*การ

แสดงออกของยีนภายใตGภาวะเครียดจากเกลือโซเดียมคลอไรด*ความเขGมขGน 2.0 โมลาร* ดGวยวิธี 

semiquantitative RT-PCR พบว7า ยีน PCC7418_0612, PCC7418_1070, PCC7418_0892 และ 

PCC7418_1355 มีระดับการแสดงออกเพ่ิมข้ึน (up-regulated) อย7างมีนัยสำคัญ นอกจากน้ียังพบว7ายีน 

PCC7418_1116, PCC7418_1006, PCC7418_0225 และ PCC7418_0623 มีระดับการแสดงออกลดลง 

(down-regulated) อย7างมีนัยสำคัญ จากผลการทดลองแสดงใหGเห็นว7า RR มีหนGาท่ีสำคัญต7อการปรับตัวของ 

Halothece sp.PCC7418 ภายใตGภาวะเครียดจากเกลือ 
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Abstract 

 

Cyanobacteria are phototrophic organisms, which can thrive in a wide range of 

ecological habitats, a group of marine, freshwater, terrestrial and extreme environments. 
Halothece sp. PCC7418 is extremophilic cyanobacterium, which can grow under high salinity 

condition. One of mechanisms that enable cells to survive in the harsh condition is signaling 

system called two-component system (TCS) that consists of two proteins: a histidine kinase 

(HK) and a response regulator (RR) that function together in a phosphotransfer pathway. From 

the entire genome analysis of Halothece sp. PCC7418, forty-four genes of RR were found. 

Seventeen genes of RR, PCC7418_0084, PCC7418_0225, PCC7418_0226, PCC7418_0392, 

PCC7418_0469, PCC7418_0612, PCC7418_0618, PCC7418_0623, PCC7418_0892, 

PCC7418_1006, PCC7418_1046, PCC7418_1070, PCC7418_1116, PCC7418_1120, 

PCC7418_1121, PCC7418_1355, and PCC7418_1501, were utilized for gene expression analysis 

under salt stress. Gene expression analysis by Reverse Transcription-Polymerase Chain 

Reaction (RT-PCR) showed that PCC7418_0612, PCC7418_1070, PCC7418_0892 and 

PCC7418_1355 were up-regulated under high salinity condition (2M NaCl). In contrary, from 

the study showed that PCC7418_1116, PCC7418_1006, PCC7418_0225 and PCC7418_0623 

were down-regulated under high salinity condition (2M NaCl). These experimental results 

showed that RR is important function for the environmental adaptation of Halothece sp. 

PCC7418 under salt stress.  
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ปรึกษา ท้ังในดGานการวางแผนการทดลอง, การดำเนินการทดลอง และการอภิปรายผลการทดลอง รวมถึงแกGไข

ขGอบกพร7องต7างๆ อันเปqนประโยชน*ในการดำเนินการวิจัยตลอดท้ังโครงการ ผูGวิจัยจึงขอขอบพระคุณเปqนอย7าง
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 ขอขอบพระคุณคณาจารย* ภาควิชาจุลชีววิทยาทุกท7านท่ีไดGถ7ายทอดความรูGในรายวิชาต7างๆ อันเปqน

ประโยชน*ในการดำเนินการวิจัยคร้ังน้ี 

 

 ขอขอบพระคุณเจGาหนGาท่ี บุคลากรภาควิชาจุลชีววิทยาทุกท7าน ท่ีอำนวยความสะดวกในการใชG

เคร่ืองมือต7างๆ ตลอดโครงการ 

  

 ขอขอบคุณโครงการการเรียนการสอนเพ่ือเสริมประสบการณ* ฝôายงบประมาณภาควิชาจุลชีววิทยา 

จุฬาลงกรณ*มหาวิทยาลัยท่ีไดGอนุเคราะห*เงินทุนสนับสนุนวิจัย 

  

 ขอขอบคุณพ่ีๆ หGองวิจัย 1904/17 ท่ีไดGใหGคำแนะนำและคำปรึกษา ตลอดจนถ7ายทอดเทคนิค วิธีการ

ทดลองอันเปqนประโยชน*ในการดำเนินการวิจัย 

 

 ขอขอบคุณเพ่ือนๆ นิสิตภาคจุลชีววิทยา รุ7นท่ี 44 ท่ีไดGใหGความช7วยเหลือ ใหGคำปรึกษาและเปqนกำลังใจ

ในระหว7างการดำเนินการวิจัย 

  

 และขอขอบพระคุณคุณพ7อ คุณแม7สำหรับความเขGาใจ และเปqนกำลังใจท่ีดีเสมอมา  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ค 
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ภายใตGภาวะเครียดจากเกลือ 

4.5 semiquantitative RT-PCR ของกลุ7มยีนภายใตGภาวะเครียดจากเกลือ    22 

โซเดียมคลอไรด* 
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บทท่ี 1 

บทนำ 

 

ไซยาโนแบคทีเรียเปqนส่ิงมีชีวิตท่ีมีความสามารถในการสังเคราะห*ดGวยแสง (photosynthetic 

organism) มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีอยู7ในรูปแบบท่ีแตกต7างกันออกไป ไดGแก7 เซลล*เด่ียว (unicellular), 

เสGนสาย (filamentous) และ ทรงกลม (coccoid) ไซยาโนแบคทีเรียสามารถดำรงชีวิตไดGในสภาพแวดลGอมท่ี

หลากหลายท้ังในน้ำจืด, น้ำทะเล, สภาพแวดลGอมบนบก (Lau และคณะ, 2015) หรือแมGกระท่ังใน

สภาพแวดลGอมสุดข้ัว (extreme environment) ความเครียดจากส่ิงแวดลGอมมีอิทธิพลต7อกิจกรรมทาง

สรีรวิทยาของส่ิงมีชีวิต เม่ือการเปล่ียนแปลงของสภาพแวดลGอมเกินระดับท่ีกำหนด กิจกรรมของเอนไซม*บาง

ชนิดจะถูกยับย้ังหรือโดนทำลาย การท่ีจะตอบสนองต7อความเครียดในส่ิงมีชีวิตจะมีการกระตุGนชุดของยีนท่ี

เฉพาะเจาะจงสำหรับความเครียดแต7ละประเภท  โปรตีนท่ีเฉพาะเจาะจงจะถูกสังเคราะห*ข้ึน โดยโปรตีนเหล7าน้ี

บางส7วนก็มีส7วนร7วมในการสังเคราะห*เมแทบอไลต*ท่ีเฉพาะสำหรับความเครียดแต7ละชนิด (stress-specific 

metabolites)  โปรตีนและสารเมแทบอไลต*ท่ีสังเคราะห*ข้ึนเหล7าน้ีจะมีความสำคัญต7อการปรับตัวใหGชินกับ

ส่ิงมีชีวิตหรือเซลล*กับสภาพแวดลGอมใหม7 ข้ันตอนแรกในการปรับตัวใหGชินกับความเครียดจากส่ิงแวดลGอม คือ

การรับรูGความเครียดและการถ7ายทอดสัญญาณท่ีเกิดข้ึน เซลล*แต7ละเซลล*มีเซ็นเซอร*และตัวแปลงสัญญาณท่ี

รับรูGและถ7ายทอดสัญญาณจากสภาพแวดลGอมท่ีเปล่ียนแปลง โดยส7วนใหญ7จะเฉพาะเจาะจงกับความเครียด

จากส่ิงแวดลGอมแต7ละประเภท (Los และคณะ, 2010) 

ส่ิงสำคัญท่ีทำใหGไซยาโนแบคทีเรียสามารถดำรงชีวิตไดGในสภาพแวดลGอมท่ีหลากหลาย คือการมีระบบ

รับส7งสัญญาณท่ีเรียกว7า  two component systems (TCS) ซ่ึงมีหนGาท่ีหลักในการตอบสนองต7อการ

เปล่ียนแปลงของสภาพแวดลGอม โดยท่ัวไประบบ TCS จะประกอบดGวยโปรตีนสองชนิด คือ histidine kinases  

(HK) และ response regulators (RR) นอกจากน้ียังพบโปรตีนรูปแบบอ่ืนในระบบ TCS คือ hybrid kinases 

(HyK) โดยการรับส7งสัญญาณของโปรตีนในระบบน้ีจะเกิดผ7านกระบวนการท่ีเรียกว7า phosphotransfer 

pathway (Gao และคณะ, 2007) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1.1 การตอบสนองของเซลล6ไซยาโนแบคทีเรียตIอความเครียดจากส่ิงแวดล1อม 

(ท่ีมา: Los และคณะ, 2010) 
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สำหรับการควบคุมการแสดงออกของยีนเพ่ือตอบสนองต7อความเครียดในระบบ TCS จะถูกกำหนด

โดย HK และ RR เปqนหลัก ซ่ึงการแสดงออกของยีนน้ีสามารถเกิดข้ึนไดGสองประเภท คือ การควบคุมเชิงบวก 

(positive regulation) และการควบคุมเชิงลบ (negative regulation)   

 

ภาพท่ี 1.2 การควบคุมเชิงบวกและเชิงลบของการแสดงออกของยีน 

(ท่ีมา: Los และคณะ, 2010)  

 

การควบคุมการแสดงออกของยีนแบบเชิงบวก (รูปท่ี 1.2A) HK จะไม7ทำงานภายใตGภาวะท่ีไม7มี

ความเครียดและเปqนผลใหG RR ท่ีเก่ียวขGองไม7ทำงาน ดังน้ันจึงทำใหGไม7มีการแสดงออกของยีนภายใตGภาวะท่ีไม7มี

ความเครียด แต7เม่ือเซลล*ไดGรับความเครียดพบว7า HK จะถูกกระตุGนโดย phosphorylation จากน้ันสัญญาณจะ

ถูกถ7ายโอนไปยัง RR ส7งผลใหGเกิดการทำงานของ RR ซ่ึงช7วยเพ่ิมการแสดงออกของยีน ในทางตรงกันขGามพบว7า

การควบคุมการแสดงออกของยีนแบบเชิงลบ (รูปท่ี 1.2B) พบว7าในภาวะท่ีไม7มีความเครียด HK จะสามารถ

ทำงานไดGและส7งสัญญาณไปท่ี RR เพ่ือใหGเกิดการกดการแสดงออกของยีน แต7กลับกันเม่ือเซลล*อยู7ภายใตGภาวะ

เครียดพบว7า HK จะไม7ทำงานส7งผลใหGไม7มีการส7งสัญญาณไปท่ี RR จึงทำใหGมีการแสดงออกของยีนภายใตGภาวะ

เครียด (Los และคณะ, 2010) 

 

โดยท่ัวไปแลGว RR เปqนโปรตีนหลายโดเมน (multidomain proteins) ซ่ึงประกอบดGวย  N-terminal 

regulatory domain (receiver) และ C-terminal effector domain (output) แบบแปรผันตามการ

ตอบสนอง (Gao และคณะ, 2007)  นอกจากน้ียังพบว7ามีการแบ7ง RR ออกเปqน 4 ประเภทโดยจะแบ7งจากชนิด

ของโปรตีนท่ีทำหนGาท่ีเปqนโดเมน ไดGแก7 
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RR class I (RRI) ประกอบดGวย 

Subclass I (RRI)-CheY domain RR ในกลุ7มย7อยน้ีจะพบโปรตีน CheY ท่ีทำงานร7วมกับ RR โดเมน 

ซ่ึงจะเปqน polypeptide ท่ีมีความยาวกรดอะมิโนนGอยกว7า 200 เรซิดิวซ* โดยในกลุ7มย7อยน้ีจะมีโปรตีนเพียงไม7ก่ี

ชนิดท่ีทราบหนGาท่ีการทำงาน ตัวอย7างเช7น PilH ใชGสำหรับการเคล่ือนท่ีของ Synechocystis sp. PCC 6803  

Subclass II (RRI)-Pat A domain RR ในกลุ7มย7อยน้ีจะประกอบดGวย polypeptide ท่ีมีความยาว

กรดอะมิโนประมาณ 400 เรซิดิวซ* โดยโปรตีนท่ีน7าสนใจท่ีคGนพบในกลุ7มย7อยน้ีคือ Crr36 เปqนส7วนหน่ึงของวิถีท่ี

เก่ียวกับการรับรูGและส7งสัญญาณเม่ืออุณหภูมิต่ำ และใชGสำหรับควบคุมการแสดงออกของยีน desB ใน 

Synechocystis sp. PCC 6803 

Subclass III RR-other ในกลุ7มย7อยน้ียังคงประกอบดGวย โดเมน RR เด่ียว กับ polypeptide ท่ีมี

ความยาวกรดอะมิโนมากกว7า 200 เรซิดิวซ* โปรตีนในกลุ7มย7อยน้ีส7วนใหญ7ยังคงไม7มีการกำหนดหนGาท่ีการ

ทำงานท่ีแน7ชัด และพบว7าโปรตีนในกลุ7มย7อยน้ีพบเฉพาะในส่ิงมีชีวิตท่ีสังเคราะห*แสง 

RR class II (RRII) RR ในกลุ7มน้ีพบว7าเปqน Two component DNA binding RR ท่ีประกอบดGวย N-terminal 

RR domain รวมกับ DNA binding domain ไม7ว7าจะเปqน OmpR, NarL หรือ AraC ดังน้ันในกลุ7มน้ีอาจมี

หนGาท่ีเก่ียวกับ transcriptional regulator  

Subclass I OmpR-type subclass (T_reg output domain) โปรตีนท่ีน7าสนใจในกลุ7มย7อยน้ี

ไดGแก7 Crr31 และ Crr26 ท่ีคGนพบใน Synechocystis sp. โดยจะทำหนGาท่ีเปqน long term regulation ของ

การกระจายพลังงานใน phycobilisome ท้ังยังเก่ียวขGองกับการตอบสนองต7อ hyperosmotic stress 

นอกเหนือจากน้ียังพบว7ามีโปรตีน Crr16 ท่ีทำหนGาท่ีในการควบคุมสมดุลของแมงกานีส โดยทำงานร7วมกันกับ 

HK class I 

Subclass II NarL subclass (Lux output domain) RR ประเภทน้ีมีโปรตีนเพียงไม7ก่ีชนิดท่ีมีการ

กำหนดหนGาท่ีการทำงาน ตัวอย7างเช7น Crr1 ใน Synechocystis sp. PCC 6803 ทำงานร7วมกันกับ Hik2 และ 

Hik34 ในการตอบสนองต7อ hyperosmotic stress และนอกจากน้ียังพบโปรตีนในกลุ7มย7อยน้ีท่ีมีหนGาท่ี

เก่ียวขGองกับการตอบสนองต7อ osmotic stress ใน Anabaena sp. อีกดGวย  

Subclass III AraC subclass (AraC output domain) ในกลุ7มย7อยน้ีเปqนกลุ7มย7อยสุดทGายใน RRII 

โดยจะประกอบดGวย RR domain รวมกับ HTH-AraC ซ่ึงเปqน DNA binding domain ใน AraC family ท่ีทำ

หนGาท่ีเปqน RR  

RR class III (RRII) RR ของไซยาโนแบคทีเรียในคลาสน้ีจะประกอบดGวยโดเมน RR จำนวน 2-3 โดเมนอยู7

ร7วมกันกับ Treg และ Hpt โดยมีหนGาท่ีเปqนตัวควบคุมการถอดรหัสของ phosphotransfer relays ตัวอย7าง

ของโปรตีนในกลุ7มน้ี เช7น RcaC ใน Fremyella displosiphon ทำหนGาท่ีเก่ียวกับ chromatic adaptation 

นอกจากน้ียังพบว7า N-termainal RR และ Hpt มีความสำคัญต7อการควบคุมแสงในการแสดงออกของ 

phycocyanin  

RR class IV (RRIV) โปรตีนส7วนใหญ7ในกลุ7มน้ีจะไม7มี DNA binding domain แต7ส7วนใหญ7จะมี output 

โดเมน ท่ีเก่ียวกับ putative catalytic activity มากกว7า 40% ของ polypeptide เหล7าน้ีจะมี GGDEF โดเมน 
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โดยจะเรียกว7า DUF1 โดเมน ซ่ึงโดเมนชนิดน้ีคGนพบคร้ังแรกใน Caulobacter crescentus เรียกว7า PleD	ทำ

หนGาท่ีเปqน RR ควบคุมการเปล่ียนแปลงรูปร7างของเซลล*และพบโดเมนชนิดน้ีท่ีทำงานร7วมกับโดเมนชนิดอ่ืนๆ 

โดยจะทำหนGาท่ีในการแสดง signal transduction ในแบคทีเรีย และจะแปลงสัญญาณท่ีแตกต7างกันพวกน้ี 

เพ่ือนำไปสู7การผลิตสารทุติยภูมิท่ีเรียกว7า cyclic diguanylic acid นอกเหนือจากน้ัน GGDEF สามารถทำงาน

ร7วมกันกับ EAL โดเมน หรือเรียกว7า DUF2 เพ่ือทำหนGาท่ีเปqน diguanylate phosphodiesterase อีกดGวย 

(Mark และคณะ, 2006) 

สำหรับกลไกการทำงานของโดเมนควบคุม (regulatory domain) ใน RR พบว7าจะมีหนGาท่ีเร7งการถ7าย

โอน phosphoryl group จาก phosphoHis ของ HK ไปยัง aspartic acid residue และส7งต7อไปยัง effector 

โดเมน โดยระดับการแสดงออกของ RR ฟอสโฟรีเลช่ันจะเปqนตัวกำหนดการตอบสนองของ output โดเมน ของ

ระบบ TCS (Gao และคณะ, 2007) 
 

 

 
 

ภาพท่ี 1.3 การทำงานของ two component systems (TCS) 

(ท่ีมา: Gao และคณะ, 2007) 

 

นอกจากน้ียังพบว7าระบบ TCS สามารถเกิดฟอสโฟรีเลย*แบบหลายข้ันตอนไดGโดยเปqนผลมาจากการ

ทำงานของ HyK (รูปท่ี 1.4) โดยระบบเหล7าน้ีประกอบดGวยโดเมน HisKA, HATPase_c, HPT, และ RR 

(Schaller และคณะ, 2011) จากท่ีไดGกล7าวมาขGางตGนพบว7าระบบ TCS สามารถตอบสนองต7อความเครียดท่ี

หลากหลายและจะมีการตอบสนองแบบจำเพาะท่ีแตกต7างกันออกไปผ7านกระบวนการฟอสโฟรีเลช่ัน และ

พบว7า output โดเมนใน RR จะเปqนส่ิงสำคัญสำหรับการตอบสนองต7าง ๆ 

 

ความเค็ม (salinity) หมายถึง ความเขGมขGนของไอออนอนินทรีย*ท้ังหมดในส่ิงแวดลGอม โดยเปqนหน่ึงใน

ป•จจัยทางส่ิงแวดลGอมท่ีสำคัญท่ีส7งผลต7อไซยาโนแบคทีเรีย หลายๆงานวิจัยนิยมใชG Synechocystis sp. เพ่ือ

ศึกษาการตอบสนองต7อความเครียดจากเกลือ ซ่ึงพบว7ากระบวนการตอบสนองต7อความเครียดน้ีจะเปqน 

dynamic process และการตอบสนองสามารถเกิดข้ึนไดGหลายระดับ รวมถึงการควบคุมกิจกรรมของเอนไซม*

ตลอดจนการเปล่ียนแปลงในกระบวนการ gene transcription (Rachedi และคณะ, 2020) 
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ภาพท่ี 1.4 องค6ประกอบของการสIงสัญญาณในระบบ TCS 

(ท่ีมา: Schaller และคณะ, 2011) 

(A) ระบบ TCS อย7างง7ายท่ีใชG HK และ RR 

(B) ฟอสโฟรีเลย*แบบหลายข้ันตอนท่ีใชG HyK ท่ีมีท้ัง HK และโดเมนตัวรับโปรตีนฟอสโฟทรานเฟอร*ท่ีมี 

HK และ RR  

 

สำหรับไซยาโนแบคทีเรียท่ีนำมาศึกษาในคร้ังน้ี คือ Halothece sp. PCC7418 โดยคัดแยกไดGจากทะเล

เดดซี (Dead Sea) ประเทศอิสราเอล (Waditee-sirisattha และคณะ, 2014) ซ่ึงทะเลเดดซีเปqนทะเลท่ีเค็มท่ีสุด

แห7งหน่ึงของโลก โดยมีความเค็มกว7าทะเลอ่ืนถึง 4 เท7า โดยภาวะดังกล7าวจะทําใหGเซลล*เกิดความเครียด

เน่ืองจากเกลือท่ีมีความเขGมขGนสูง (salt stress) ดังน้ันจากเหตุผลท่ีกล7าวมาขGางตGนจึงทำใหGผูGวิจัยมีความสนใจท่ี

จะศึกษาระดับการแสดงออกของยีนในกลุ7ม RR ใน Halothece sp. PCC7418 ท่ีทำหนGาท่ีเปqน salt sensor 

เพ่ือตอบสนองต7อความเครียดจากเกลือ 

 

วัตถุประสงค6 

เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีนในกลุ7ม RR ใน Halothece sp. PCC7418 ภายใตGภาวะเครียดจากเกลือ 
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บทท่ี 2  

อุปกรณ6 เคมีภัณฑ6 และชุดทดสอบสำเร็จ 

 

2.1 อุปกรณ*ท่ีใชGในงานวิจัย 

1. โกร7งและท่ีบด (pestle and mortar) 

2. กลGองจุลทรรศน*แบบใชGแสง (light microscope) บริษัท Olympus (Japan) 

3. ขวดแกGวใส7สารเคมี (Duran) บริษัท Schott (Germany) 

4. หลอดเซนตริฟ®วจ* (centrifuge tube) 

5. หลอด PCR (PCR tube) 

6. เคร่ืองช่ัง (balance) รุ7น PG2002-5 บริษัท Mettler Toledo (Thailand) 

7. เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิหลอดทดลอง (heat block) บริษัท Bioer technology (China) 

8. เคร่ืองนาโนดรอป (nano-drop) รุ7น NanoDrop 2000 บริษัท Thermo scientific (USA) 

9. เคร่ืองบ7มเช้ือแบบเขย7า (rotary shaker) บริษัท Hercuvan Lab System (USA) 

10. เคร่ืองป•©นตกตะกอนแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated microcentrifuge) รุ7น 

KUBOTA6500 บริษัท Kubota (Japan) 

11. เคร่ืองป•©นตกตะกอนขนาดเล็ก (microcentrifuge) รุ7น Centrifuge 5418-R บริษัท 

Eppendorf (Germany) 

12. เคร่ืองเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรม (thermal cycler)  รุ7น T-100TM บริษัท BIO RAD (USA) 

13. เคร่ืองวัดค7าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุ7น genesis-20 และ Biomate-35 

บริษัท Thermo Scientific (Thailand) 

14. เคร่ืองใหGกระแสไฟฟ™าสําหรับการรันเจล (power supply) บริษัท BIO RAD (USA) 

15. เคร่ืองอ7านเจล (imager) รุ7น Gel DocTM EZ บริษัท BIO RAD (USA) 

16. เคร่ืองอบฆ7าเช้ือดGวยไอน้ำ (autoclave) รุ7น ES-215 บริษัท Meditop (Thailand) 

17. ตูGแช7แข็ง -20 องศาเซลเซียส (deep freezer) บริษัท Sanyo (Japan) 

18. ตูGแช7แข็ง -40 องศาเซลเซียส (deep freezer) บริษัท Haier (China) 

19. ตูGแช7แข็ง -80 องศาเซลเซียส (deep freezer) บริษัท Thermo Electron Corporation 

(USA) 

20. ตูGอบฆ7าเช้ือ (hot air oven) บริษัท Contherm Scientific Limited (New Zealand) 

21. ตูGปลอดเช้ือ (laminar flow) รุ7น Microtech บริษัท LabMicro (Thailand) 

22. ทิป (tip) 

23. ป®เปตอัตโนมัติ (automatic pipette) 
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2.2 เคมีภัณฑ* 

1. โซเดียมไนเตรท (NaNo3) 

2. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 

3. แมกนีเซียมซัลเฟต เฮปตะไฮเดรต (MgSO4 ⋅7H2O) 

4. แคลเซียมคลอไรด* ไดไฮเดรต (CaCl2⋅2H2O) 

5. โซเดียมคาร*บอเนต (Na2CO3) 

6. ไดโซเดียม เอทิลีนไดเอมีนเตตราอะซีติก ไดไฮเดรต (Na2EDTA⋅2H2O) 

7. กรดซิตริก (Citric acid) 

8. แอมโมเนียม ไอรอน (III) ซิเทรต (Ammonium iron(III) citrate)  

9. กรดบอริก (H3BO3) 

10. แมงกานีส (II) คลอไรด* เตตระไฮเดรต (MnCl2⋅4H2O) 

11. ซิงค*ซัลเฟต เฮปตะไฮเดรต (ZnSO4⋅7H2O) 

12. แอมโมเนียม โมลิบเดต เตตระไฮเดรต ((Na4)6Mo7O24⋅4H2O) 

13. คอปเปอร* (II) ซัลเฟต เพนตะไฮเดรต (CuSO4⋅5H2O) 

14. โคบอลต* (II) ไนเตรต เฮกซะไฮเดรต (Co(NO3)2⋅6H2O) 

15. โซเดียมคลอไรด* (NaCl) 

16. โพแทสเซียมคลอไรด* (KCl) 

17. แมกนีเซียมคลอไรด* เฮกซะไฮเดรต (MgCl2⋅6H2O) 

18. ไทรซอลรีเอเจนต* (Trizol ® reagent)  

19. คลอโรฟอร*ม (Chloroform) 

20. ไอโซโพรพานอล (Isopropanol) 

21. เอทานอล (Ethanol) 

22. ทริส (tris(hydrizymethyl)aminomethane; (HOCH2)3CNH2) 

23. ไดเอทิลไพโรคาร*บอเนต (Diethyl pyrocarbonate; DEPC) 

24. ผงอะกาโรส (Agarose) 

25. ดีเอ็นเอ ไพรเมอร* (DNA primer) 

26. มาร*กเกอร* (VC 1 kb DNA ladder) 

27. สียGอมเจล (SYBRO Safe DNA Gel Stain) 

28. Taq DNA polymerase 

 

2.3 ชุดทดสอบสําเร็จ 

1. ชุดสําเร็จ Superscript® III First-strand 
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บทท่ี 3 

วิธีการดำเนินการทดลอง 

3.1 การวิเคราะห6ชีวสารสนเทศของ Response regulator (RR) ใน Halothece sp. PCC7418 

 

ไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 ท่ีใชGในการศึกษามีขGอมูลจีโนมสมบูรณ*ในฐานขGอมูล 

โดย เลือกใชGฐานขGอมูล Kyoto Encyclopedia of Genes and genomes: KEGG (https://www.kegg.jp), 

UniProtKB (https://www.uniprot.org), String (https://string-db.org), Pfam (http://pfam.xfam.org) 

และNCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) เปqนฐานขGอมูลหลักทำการสืบคGนและเลือกยีนท่ีเปqน Response 

regulator ท้ังหมด 17 ยีน ใน Halothece sp. PCC7418 ไดGแก7 PCC7418_0084,	 PCC7418_0225, 

PCC7418_0226,PCC7418_0392,PCC7418_0469, PCC7418_0612, PCC7418_0618, PCC7418_0623, 

PCC7418_0892,PCC7418_1006,PCC7418_1046, PCC7418_1070, PCC7418_1116, PCC7418_1120, 

PCC7418_1121, PCC7418_1355, PCC7418_1501 เพ่ือนำมาศึกษา 

3.1.1 ศึกษาโปรตีน two component system ท้ังหมดใน Halothece sp. PCC7418 

หายีนท้ังหมดท่ีเก่ียวขGองกับ TCS  ใน Halothece sp. PCC7418 โดยใชGฐานขGอมูล Kyoto 

Encyclopedia of Genes and genomes: KEGG (https://www.kegg.jp) จากน้ันใชG String 

(https://string-db.org) เพ่ือดูความสัมพันธ*ระหว7างโปรตีน (protein-protein interaction) เม่ือไดG

ยีนท่ีเก่ียวขGองกับ TCS ใน Halothece sp. PCC7418 แลGวนำไปวิเคราะห*หา domain architectures 

ต7อไป 

3.1.2 การทำ Domain architecture เพ่ือหายีนท่ีเปåน RR 

นำขGอมูลท่ีไดGจากขGอ 3.1.1 มาทำการวิเคราะห* domain architecture โดยเลือกใชGฐานขGอมูล 

Kyoto Encyclopedia of Genes and genomes: KEGG (https://www.kegg.jp) , UniProtKB 

(https://www.uniprot.org) และ Pfam (http://pfam.xfam.org) 

3.2 การออกแบบไพรเมอร6 

นําลําดับนิวคลีโอไทด*ของยีนท่ีเลือกจากฐานขGอมูล KEGG มาออกแบบไพรเมอร* ดGวยโปรแกรม 

Perl Primer (http://www.perlprimer.sourceforge.net) โดยกําหนดความยาว 15 คู7เบส กําหนด

อุณหภูมิหลอมเหลว (Tm) เท7ากับ 50-60 องศาเซลเซียส และ amplicon size ความยาวประมาณ 

300 คู7เบส โดยเลือกคู7ไพรเมอร*ท่ีเขGาจับยีนตําแหน7งท่ีไม7อยู7ปลายดGานใดดGานหน่ึงมากเกินไป และมีค7า 

Tm ท่ีใกลGเคียงกัน เพ่ือใชGสังเคราะห*ไพรเมอร*และใชGในการทดลองต7อไป 
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3.3 การเล้ียง Halothece sp. PCC7418 ในภาวะปกติ 

3.3.1 อาหารและภาวะในการเล้ียง Halothece sp. PCC7418 

ในการเล้ียง Halothece sp. PCC7418 จะเล้ียงในอาหาร Blue Green medium (BG-11) + 

Turk Solution ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด* ความเขGมขGน 0.5 โมลาร* ภายใตGความเขGมแสง 950-1,000 

ลักซ* จากหลอดฟลูออเรสเซนต*แสงขาวตลอดเวลา บนเคร่ือง เขย7า ท่ีอุณหภูมิหGอง (28 ± 2°C) จากน้ัน

ติดตามการเจริญของเซลล* Halothece sp. PCC7418 

3.3.2 การติดตามการเจริญของ Halothece sp. PCC7418 

แบ7งสารละลายเซลล*ท่ีเพาะเล้ียงใส7ในคิวเวตต* ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากน้ันใชGวิธีสเปคโตรโฟโต

เมทรี วัดค7าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 730 นาโนเมตร (OD730) ซ่ึงเปqนการวัดความหนาแน7น

ของเซลล* โดยใชGอาหาร BG-11 + Turk solution เปqน blank เล้ียงเซลล*จนกระท่ังไดGค7าดูดกลืนแสง

ในช7วง 0.5-0.8 จึงทําการเก็บตัวอย7างเซลล*ต7อไป 

3.4 การเล้ียง Halothece sp. PCC7418 ภายใต1ภาวะเครียดจากเกลือ (salt stress treatment) 

3.4.1 การเก็บตัวอยIางเซลล6 เพ่ือเปล่ียนจากการเพาะเล้ียงในภาวะปกติ เปåนภาวะเครียดจาก

เกลือ 

เก็บเซลล*โดยการป•©นเหว่ียงดGวยการเซนทริฟ®วจ* ท่ีความเร็ว 8,000 รอบต7อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปqนเวลา 20 นาที โดยแบ7งเซลล*ตัวอย7างออกเปqน 2 ส7วน ส7วนแรกเปqนเซลล*ท่ีเล้ียงในภาวะ

ปกติ (ชุดควบคุม) และส7วนท่ีสองจะเล้ียงในภาวะเครียดจากเกลือ โดยเก็บเซลล*ใหGไดGน้ำหนักเปmยก

ประมาณ 30-50 มิลลิกรัมทุกชุดการทดลอง สําหรับตัวอย7างท่ีเล้ียงในภาวะปกติ หลังจากป•©นเหว่ียง

เซลล*แยกอาหารเล้ียงเซลล*ออกจากตะกอนเซลล* แลGวแบ7งใส7หลอดไมโครเซนทริฟ®วจ* แลGวป•©นเหว่ียงท่ี 

ความเร็ว 12,000 รอบต7อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปqนเวลา 10 นาที เพ่ือแยกอาหารเล้ียงเซลล*

ออกจากตะกอนเซลล* แลGวเก็บตะกอนเซลล*ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส สําหรับตัวอย7างท่ีสองท่ีจะ

ไดGรับความเครียดจากเกลือจะถูกเล้ียงในอาหาร BG-11+Turk Solution ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรด* 

ความเขGมขGน 2 โมลาร* 

3.4.2 การเล้ียง Halothece sp. PCC7418 ภายใต1ภาวะเครียดจากเกลือ (salt stress 

treatment) 

นําเซลล*จากการป•©นเหว่ียงในขGอ 3.4.1 มาเล้ียงในอาหาร BG-11+Turk solution ท่ีมีเกลือโซเดียม 

คลอไรด*ความเขGมขGน 2.0 โมลาร* เปqนเวลา 6 ช่ัวโมง โดยเก็บตัวอย7าง ทุก 0.5, 1, 3 และ 6 ช่ัวโมง  ป•©น
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เหว่ียงท่ีอุณหภูมิ 4 องศา เซลเซียส เปqนเวลา 10 นาที เพ่ือแยกอาหารเล้ียงเซลล*ออกจากตะกอนเซลล*

ใหGหมด แลGวเก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส เพ่ือนําไปใชGสกัด RNA, เปล่ียนเปqน cDNA และทํา 

semiquantitative RT-PCR ในข้ันตอนถัดไป 

3.5 การสกัด total RNA และการเปล่ียนเปåน cDNA 

3.5.1การสกัด totalRNA 

นําเซลล*ท่ีเก็บไดGจากภาวะท่ีใชGทดลอง ในข้ันตอนท่ี 3.4.1 และ 3.4.2 มาสกัด total RNA ดGวย 

TRIzol® reagent โดยมีวิธีการทดลองคือ เร่ิมจากเติม TRIzol® reagent ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร 

ผสมกับเซลล* Halothece sp. PCC7418 ท่ีมีน้ำหนักเปmยก 30-50 มิลลิกรัม ผสมใหGเขGากัน จากน้ันดูด

สารละลายท้ังหมดลงในโกร7งท่ีเย็นจัดและบดเซลล*ใหGเซลล*แตก จะสังเกตไดGจากเซลล*จะมีลักษณะเปqน

ผง รอใหGเซลล*ละลาย แลGวดูดสารละลายท้ังหมดใส7ในหลอดไมโครเซนทริฟ®วจ* จากน้ันเติมคลอโรฟอร*ม 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหGเขGากันเปqนเวลา 15 วินาที ต้ังท้ิงไวGท่ีอุณหภูมิหGอง 3 นาที และนําไป

ป•©นเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปqนเวลา 15 นาที จากน้ันดูดส7วนใส

ท่ีอยู7ช้ันบนใส7ในหลอดไมโครเซนทริฟ®วจ*หลอดใหม7 แลGวเติมไอโซโพรพานอลท่ีเย็น ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร บ7มท่ีอุณหภูมิหGองเปqนเวลา 10 นาที และนําไปป•©นเหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 rpm ท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปqนเวลา 15 นาที ดูดสารละลายใสออก จากน้ันลGางตะกอนดGวย 70% เอ

ทานอลท่ีเย็น ปริมาตร 1,200 ไมโครลิตร และนําไปป•©นเหว่ียงท่ีความเร็ว 7,500 rpm เปqนเวลา 10 

นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูด 70% เอทานอล ออกใหGไดGมากท่ีสุด แลGวทําใหGตะกอน แหGงโดย

การคว่ำหลอดไวGประมาณ 20 นาที จากน้ันละลายตะกอนดGวยน้ำท่ีปราศจาก RNase หรือน้ำ diethyl 

pyrocarbonate (DEPC) ปริมาตร 10-20 ไมโครลิตร แลGวบ7มท่ี อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เปqนเวลา 

10 นาที แบ7งสารละลาย RNA ท่ีไดGบางส7วนไปตรวจสอบความเขGมขGนของ RNA ดGวยเคร่ืองนาโนดรอป

และตรวจสอบคุณภาพของ RNA ดGวยการรันเจลอิเล็กโตรโฟริสิส และเก็บ RNA ท่ีเหลือสําหรับ

เปล่ียนเปqน cDNA ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

3.5.2 การตรวจสอบคุณภาพของ RNA ด1วยการรันเจลอิเล็กโตรโฟริสิส (electrophoresis)   

ใชG agarose gel 1.2% (w/v) ท่ีมีการ precast ดGวยสี SYBR safe และใชG marker VC 1 kb เทียบ

ขนาดของ RNA โดยใชGบัฟเฟอร* 1X TAE เปqนตัวกลางในการนํากระแสไฟฟ™า ปรับกระแสไฟฟ™าเปqน 

100 โวลต* เปqนเวลา 20 นาที จากน้ันนําเจลไปวิเคราะห*ดGวยเคร่ือง Gel docTM EZ และอ7านผลดGวย

โปรแกรม Image Lab 
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3.5.3 การเปล่ียน RNA ให1เปåน cDNA 

              

ข้ันตอนในการเปล่ียน RNA ใหGเปqน cDNA ใชGชุดสําเร็จเปล่ียน RNA ท่ีสกัดไดGเปqน cDNA ตาม

วิธีการท่ีชุดสําเร็จแนะนํา โดยใชGชุดสําเร็จ SuperScript® III First-strand สําหรับชุดสําเร็จ 

SuperScript® III First-strand จะใชG RNA ต้ังตGน 2,500 นาโนกรัม ซ่ึงจะมีองค*ประกอบหลักในการ

ทําปฏิกิริยา ไดGแก7 Random hexamer, 10mM dNTP, น้ำปราศจาก RNase (treated DEPC 

water), 10X RT-buffer, 25mM MgCl2, 0.1M DTT, RNase OUT, Super Script® III Reverse 

Transcriptase และ RNase H หลังจากน้ันนำไปทำ semiquantitative RT-PCR ในข้ันตอนถัดไป 

เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีนต7อไป 

3.6 การทำ Semi-quantitative RT-PCR เพ่ือศึกษาระดับการแสดงออกของยีนในกลุIม RR ใน 

Halothece sp. PCC7418 

                                                                               

 นำ cDNA มาเพ่ิมจำนวนดGวยการทำ PCR โดยมีข้ันตอนดังน้ี   

 - initial denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปqนเวลา 30 วินาที    

 - denaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปqนเวลา 30 วินาที     

 - annealing ใหG primer จับกับ DNA แม7แบบ โดยอุณหภูมิจะข้ึนอยู7ท่ี primer ท่ีเลือกใชG โดยอยู7 

ระหว7าง 50-60 องศาเซลเซียส เปqนเวลา 30 วินาที            

 - elongation ท่ีอุณหภูมิ 68  องศาเซลเซียส เปqนเวลา 30 วินาที (ระยะเวลาจะข้ึนอยู7กับ amplicon 

size) ทำซ้ำข้ันตอน denaturation, annealing และ elongation เปqนจำนวน 25 รอบ หลังจากน้ัน

termination ท่ีอุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส เปqนเวลา 5 นาที  โดยผลิตภัณฑ* PCR ท่ีไดGสำหรับการทดลองน้ีใชG 

AprnpB เปqนยีนควบคุมภายใน    

 

จากน้ันนำผลท่ีไดGจากการทำ PCR มารันเจลอิเล็กโตรโฟริสิส โดยใชG agarose gel 1.2% (w/v) ผสม

กับบัฟเฟอร* 1X TAE และสียGอมเจล SYBR® Safe DNA gel stain และ ใชG marker VC 1 kb เพ่ือเทียบขนาด

ของ DNA โดยใชGบัฟเฟอร* 1X TAE เปqนตัวกลางในการนํากระแสไฟฟ™า กําหนดใหGกระแสไฟฟ™ามีค7าคงท่ีเท7ากับ 

100 โวลต* เปqนเวลา 20 นาที จากน้ันนําเจลไปวิเคราะห*ดGวย เคร่ือง Gel docTM EZ อ7านผลและเปรียบเทียบ

ความเขGมของ band ดGวยโปรแกรม Image Lab และ คํานวณทางสถิติดGวยโปรแกรม IBM SPSS V22 
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แผนผังการดำเนินการทดลอง 

วิเคราะห4ข6อมูล 

ชีวสารสนเทศ 

การออกแบบ 

ไพร4เมอร4 

การเล้ียงเซลล4    

ไซยาโนแบคทีเรีย

ในภาวะปกติ 

การเล้ียงเซลล4ไซยาโน

แบคทีเรียในภาวะเครียดจาก

เกลือ 

 

การสกัด RNA

ท้ังหมด  

RT-PCR 

และวิเคราะห4การ

แสดงออกของยีน  

1 2 3 4 5 6 

ศึกษาโปรตีน two 

component 

system ท้ังหมดใน 

Halothece sp. 

PCC7418 

 

การทำ Domain 

architectures เพ่ือ

หายีนท่ีเปSน 

Response 

regulator 

ออกแบบไพรZเมอรZ

ท่ีจำเพาะต]อยีนท่ี

ต̂องการศึกษา 

โดยใช̂โปรแกรม 

perl primer 

เตรียมอาหาร BG-

11 + TURK 

solution  

ติดตามการเจริญ

ของเช้ือโดยใช̂ 
spectrophotometry  

เล้ียงไซยาโนแบคทีเรียใน

อาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีความ

เข̂มข̂นของเกลือ NaCl 2  

โมลารZ ทำการเก็บเซลลZท่ี

เวลา 0.5, 1, 3 และ 6 

ช่ัวโมง 

สกัด RNA โดยใช̂ 

TRIzol reagent   

ตรวจสอบคุณภาพ

ด̂วย  
gel electrophoresis    

PCR เพ่ือศึกษาระดับ

การแสดงออกของยีน    

ตรวจสอบระดับการ

แสดงออกของยีนด̂วย 
gel electrophoresis    
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บทท่ี 4  

ผลการทดลอง และอภิปรายผลการทดลอง  

4.1 การวิเคราะห;ชีวสารสนเทศของ Response regulator (RR) ใน Halothece sp. PCC7418 

ไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 ท่ีใช;ในการศึกษามีข;อมูลจีโนมสมบูรณHในฐานข;อมูล 

Kyoto Encyclopedia of Genes and genomes: KEGG (https://www.kegg.jp) โดยจากการศึกษาพบวeา

มียีนท่ีเก่ียวข;องใน TCS ท้ังหมด 72 ยีน ซ่ึงสามารถแบeงได;เปoนยีนในกลุeม RR ท้ังหมด 44 ยีน และเลือกมาศึกษา

ระดับการแสดงออกของยีนภายใต;ภาวะเครียดจากเกลือท้ังหมด 17 ยีนดังน้ี PCC7418_0084,	
PCC7418_0225, PCC7418_0226, PCC7418_0392, PCC7418_0469, PCC7418_0612, 

PCC7418_0618, PCC7418_0623, PCC7418_0892, PCC7418_1006, PCC7418_1046, 

PCC7418_1070, PCC7418_1116, PCC7418_1120, PCC7418_1121, PCC7418_1355, 

PCC7418_1501  หลังจากน้ันนำยีนท้ังหมด 17 ยีนไปวิเคราะหH domain architecture โดยใช;ฐานข;อมูล 

KEGG และ Pfam (http://pfam.xfam.org) โดยให;ผลการวิเคราะหHดังตารางท่ี 4.1  

 ตารางท่ี 4.1 ผลการวิเคราะห; domain architecture ของยีนในกลุ[ม RR ใน Halothece sp. PCC7418 

ท่ี ช่ือยีน คำนิยาม domain architectures 

1 PCC7418_0084 two-component system, OmpR family, 

response regulator RpaA  
 

2 PCC7418_0225 twitching motility two-component 

system, response regulator PilG  
 

3 PCC7418_0226 twitching motility two-component 

system, response regulator PilH  
 

4 PCC7418_0392 two-component system, OmpR family, 

manganese sensing response regulator 
 

5 PCC7418_0469 two-component system, chemotaxis 

family, response regulator PixG  
 

6 PCC7418_0612 two component transcriptional 

regulator, LuxR family  

 

7 PCC7418_0618 two-component system, chemotaxis 

family, response regulator PixG  
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หมายเหตุ : สีเขียว แสดงถึง N-terminal regulatory domain, สีแดง แสดงถึง C-terminal effector 

domain, สีฟäา แสดงถึง low complexity region สำหรับรายละเอียดเพ่ิมเติมจะแสดงในภาคผนวก ง.  

4.2 การออกแบบไพรเมอร;  

 จากการนำลำดับนิวคลีโอไทดHของยีนในกลุeม RR ท้ัง 17 ยีน ท่ีเลือกจากฐานข;อมูล KEGG มาออกแบบ

ไพรเมอรHด;วยโปรแกรม Perl Primer สำหรับนำไปใช;ตeอในการทดลองข้ันถัดไปได;ผลดังตารางท่ี 4.2  

ท่ี ช่ือยีน คำนิยาม domain architectures 

8 PCC7418_0623 hypothetical protein, two-component 

system, chemo taxis family, response 

regulator PixG 

ไมeปรากฏในฐานข;อมูล Pfam 

(http://pfam.xfam.org)   

9 PCC7418_0892 response regulator, receiver protein  

10 PCC7418_1006 two-component system, chemotaxis 

family, response regulator PixG 
 

11 PCC7418_1046 two component transcriptional 

regulator, winged helix family 

 

12 PCC7418_1070 KaiA family protein, circadian clock 

protein KaiA 
 

13 PCC7418_1116 two-component system, OmpR family, 

response regulator RpaB  
 

14 PCC7418_1120 twitching motility two-component 

system, response regulator PilG 
 

15 PCC7418_1121 twitching motility two-component 

system, response regulator PilH 

 

16 PCC7418_1355 two component transcriptional 

regulator, LuxR family  

 

17 PCC7418_1501   two-component system, chemotaxis 

family, response regulator PixG 
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ไพรเมอร' ลำดับนิวคลีโอไทด' ความยาว (bp) Tm (°C) ขนาดแอมพลิคอน (bp) 

PCC7418_0084-Forward 

PCC7418_0084-Reverse 

5’- ACTGCTGACATTCCG - 3’ 

5’- GGCGTTGCAATAAGC - 3’ 

15 

15 

52.70 

53.11 

300 

300 
PCC7418_0225-Forward 

PCC7418_0225-Reverse 

5’- CACTGTTGTCGAGCC - 3’ 

5’- AAGCATTTGCAGCCA - 3’ 

15 

15 

54.08 

53.60 

300 

300 
PCC7418_0226-Forward 

PCC7418_0226-Reverse 

5’- TGATTTCCGATTTGC - 3’ 

5’- GTACCAATGAGTTCG - 3’ 

15 

15 

47.89 

47.32 

300 

300 
PCC7418_0392-Forward 

PCC7418_0392-Reverse 

5’- ATTGGTTGATGCCAG - 3’ 

5’- TCAATGGTTCGTCCA - 3’ 

15 

15 

50.04 

51.06 

300 

300 
PCC7418_0469-Forward 

PCC7418_0469-Reverse 

5’- TACCAGCAAGGAAGC - 3’ 

5’- TAACGTCCGATCACC - 3’ 

15 

15 

52.09 

51.60 

300 

300 
PCC7418_0612-Forward 

PCC7418_0612-Reverse 

5’- GAAGTTCGATCGCGC - 3’ 

5’- AAGACTCTGGTGGCG - 3’ 

15 

15 

55.34 

55.02 

300 

300 
PCC7418_0618-Forward 

PCC7418_0618-Reverse 

5’- GCCAGAGAAGTAGCT - 3’ 

5’- GATCCTGAAGCTCCT - 3’ 

15 

15 

50.93 

50.42 

300 

300 

ตารางท่ี 4.2 ผลการออกแบบไพรเมอร'ของยีนในกลุKม RR ใน Halothece sp. PCC7418 
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ไพรเมอร' ลำดับนิวคลีโอไทด' ความยาว (bp) Tm (°C) ขนาดแอมพลิคอน (bp) 

PCC7418_0623-Forward 

PCC7418_0623-Reverse 

5’- GAACAAGTAGCAGCC - 3’ 

5’- GGGCTTGATTTGGAG - 3’ 

15 

15 

50.81 

50.63 

300 

300 
PCC7418_0892-Forward 

PCC7418_0892-Reverse 

5’- ATCAGAATGCGAGTC - 3’ 

5’- TCACCAGTTGTTCCT - 3’ 

15 

15 

49.21 

50.33 

300 

300 
PCC7418_1006-Forward 

PCC7418_1006-Reverse 

5’- GGCAGTTTAGTTCCC - 3’ 

5’- GAGCAACAATCGGAC - 3’ 

15 

15 

50.18 

51.39 

300 

300 
PCC7418_1046-Forward 

PCC7418_1046-Reverse 

5’- ACCGTTACTGTTGCT - 3’ 

5’- GTTGTTCAGGGACTG - 3’ 

15 

15 

51.52 

50.15 

300 

300 
PCC7418_1070-Forward 

PCC7418_1070-Reverse 

5’- TTTGCGGGATAAACC - 3’ 

5’- GGGAGTGAGTTGGAG - 3’ 

15 

15 

50.13 

51.00 

300 

300 
PCC7418_1116-Forward 

PCC7418_1116-Reverse 

5’- GCTGACCGCTTTAGG - 3’ 

5’- GCGGGAAATGGACTC - 3’ 

15 

15 

53.74 

53.69 

300 

300 
PCC7418_1120-Forward 

PCC7418_1120-Reverse 

5’- GTTTCGGCTTCCGTG - 3’ 

5’- TTTGTTCGGCGTAGG - 3’ 

15 

15 

54.95 

53.16 

300 

300 
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ไพรเมอร' ลำดับนิวคลีโอไทด' ความยาว (bp) Tm (°C) ขนาดแอมพลิคอน (bp) 

PCC7418_1121-Forward 

PCC7418_1121-Reverse 

5’- TCGTTGAAGATGGTC - 3’ 

5’- TTTGTCAGATAGGCA - 3’ 

15 

15 

48.99 

47.24 

300 

300 
PCC7418_1355-Forward 

PCC7418_1355-Reverse 

5’- ATTGGTGAAGCAGGT - 3’ 

5’- AGCAACAAACTGGAC - 3’ 

15 

15 

51.31 

50.36 

300 

300 
PCC7418_1501-Forward 

PCC7418_1501-Reverse 

5’- AGCAACAGAACTCGC - 3’ 

5’- CTCTGAGGTTTGGGC - 3’ 

15 

15 

53.54 

53.02 

300 

300 
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4.3 การเล้ียง Halothece sp. PCC7418 ในภาวะปกติ  

ในข้ันตอนน้ีใช*อาหารเล้ียงเช้ือ Blue Green medium (BG-11) + Turk Solution ท่ีมีเกลือโซเดียม

คลอไรดQ ความเข*มข*น 0.5 โมลารQ ภายใต*ความเข*มแสง 950-1,000 ลักซQ จากหลอดฟลูออเรสเซนตQแสงขาว

ตลอดเวลา บนเคร่ืองเขย_า ท่ีอุณหภูมิห*อง (28 ± 2°C) จากน้ันติดตามการเจริญของเซลลQ Halothece sp. 

PCC7418 โดยใช*วิธีสเปคโตรโฟโตเมทรี เพ่ือวัดค_าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 730 นาโนเมตร (OD730) 

โดยเล้ียงเซลลQจนกระท่ังได*ค_าดูดกลืนแสงในช_วง 0.5-0.8 ซ่ึงจากการทดลองพบว_า Halothece sp. PCC7418 

ใช*ระยะเวลาประมาณ 2 สัปดาหQสำหรับการเจริญเติบโตท่ีเหมาะสมสำหรับการนำไปทำการทดลองต_อ 

  

 

 

4.4 การเล้ียง Halothece sp. PCC7418 ภายใต=ภาวะเครียดจากเกลือ (salt stress treatment) 

 หลังจากเซลลQ Halothece sp. PCC7418 เจริญเติบโตเต็มท่ีโดยมีค_าดูดกลืนแสงในช_วง 0.5-0.8 จะ

ถูกนำมาปyzนเหว่ียงด*วยการเซนทริฟ{วจQเพ่ือนำเซลลQไปเล้ียงในภาวะเครียดจากเกลือ โดยใช*อาหารเล้ียงเช้ือ 

Blue Green medium (BG-11) + Turk Solution ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดQ ความเข*มข*น 2 โมลารQซ่ึงในการ

ทดลองน้ีจะเล้ียงเซลลQเป|นเวลา 6 ช่ัวโมงและจะเก็บตัวอย_างท่ี 0.5, 1, 3 และ 6 ช่ัวโมง นอกจากน้ีจะใช* 

Halothece sp. PCC7418 ท่ีถูกเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ Blue Green medium (BG-11) + Turk Solution 

ท่ีมีเกลือโซเดียมคลอไรดQ ความเข*มข*น 0.5 โมลารQ เป|นชุดควบคุม 

4.5 การสกัด total RNA จากไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 

 เม่ือนำเซลลQท่ีใช*ทดลองทุกชุดการทดลองมาสกัด RNA ด*วยสารละลาย TRIzol
® 

reagent แล*ว RNA 

ท่ีสกัดได*จะถูกนำไปตรวจสอบความเข*มข*น รวมท้ังวัดค_าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร 

ภาพท่ี 4.1 Halothece sp. PCC7418 
 ใน BG-11 + Turk 0.5 M NaCl  
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(A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) เพ่ือตรวจสอบความบริสุทธ์ิของ RNA โดยหาค_าอัตราส_วนระหว_าง A260 / 

A280 โดยอัตราส_วนน้ีจะแสดงถึงการปนเปáàอนของโปรตีนใน RNA นอกจากน้ีจะตรวจสอบคุณภาพของ RNA ท่ี

สกัดโดยการรันเจลอิเล็กโตรโฟริสิส ซ่ึงจะใช*ปริมาณ RNA 2500 นาโนกรัม ซ่ึงพบว_า band หลักๆท่ีตรวจวัดได*

มีท้ังหมด 3 ส_วน ประกอบด*วย 23S rRNA มีขนาดประมาณ 1,500-1,800 คู_เบส, ส_วนของ 16S rRNA มีขนาด

ประมาณ 1000 คู_เบส และส_วนของ RNA ขนาดเล็ก (small RNAs) ซ่ึงเป|นแถบเข*มปรากฎด*านล_างสุด โดยจะ

แสดงในรูป 4.2 ซ่ึงเป|นรูป RNA ท่ีสกัดได*จาก      Halothece sp. PCC7418 ท่ีเล้ียงในภาวะปกติและตรวจสอบ

คุณภาพของ RNA โดยการรันเจลอิเล็กโตรโฟรสิส  

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สำหรับการเล้ียง Halothece sp. PCC7418 ภายใต*ภาวะเครียดจากเกลือ (salt stress treatment) 

ประกอบด*วยชุดการทดลองท่ีเล้ียงในภาวะดังกล_าวเป|นเวลา 0, 0.5, 1, 3 และ 6 ช่ัวโมง เม่ือเล้ียงเซลลQตาม

ระยะเวลาท่ีกำหนดและเก็บเซลลQจากน้ันนำมาสกัด RNA และตรวจสอบคุณภาพของ RNA โดยการรัน

เจลอิเล็กโตรโฟริสิส ดังรูปท่ี 4.3 ซ่ึงจากรูปเจลจะแสดงให*เห็นว_า RNA ท่ีสกัดได*จาก Halothece sp. 

PCC7418 ภายใต*ภาวะเครียดจากเกลือ (salt stress treatment) มีความเข*มข*นสูงและมีความบริสุทธ์ิ โดยผล

จากการรันเจลอิเล็กโตรโฟริสิสมีความคมชัดของ band และประกอบด*วย 3 band หลัก ได*แก_ 23S rRNA, 16S 

rRNA และ small RNAs ส_วนผลการวัดค_าการดูดกลืนแสงด*วยเคร่ืองนาโนดรอป จะแสดงไว*ในภาคผนวก ค. 

 

M RNA 

1,500 

1,000 

500 

ภาพท่ี 4.2 เจลอิเล็กโตรโฟริสิสของ RNA ท่ีสกัดได=จาก Halothece sp. PCC7418 
 โดยกำหนดให* M แทน marker VC 1 kb และ RNA คือ RNA ท่ีสกัดได*จากไซยาโนแบคทีเรียท่ีเล้ียงในภาวะปกติ  
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 จากการสกัด total RNA ด*วยการใช*สารละลาย TRIzol
® 

reagent เม่ือนำไปตรวจวัดคุณภาพของ RNA 

โดยการรันเจลอิเล็กโตรโฟริสิสพบว_า ทุกชุดการทดลองมีรูปแบบของ band ท่ีตรวจพบเป|นไปตามท่ีคาดหวัง 

น่ันคือ 23S rRNA, 16S rRNA และ small RNAs และ band  ท่ีพบค_อนข*างมีความสมบูรณQ (intact) แสดงให*

เห็นว_า RNA ท่ีสกัดได*มีคุณภาพดีโดยมีความเข*มข*นเฉล่ียประมาณ 690 ng/!l ซ่ึงแสดงให*เห็นว_า การสกัด 

total RNA โดยใช*สารละลาย TRIzol
® 

reagent ซ่ึงเป|น reagent สำเร็จรูปสามารถคงสภาพ RNA ได* จึงทำให*

การสกัด RNA มีปริมาณมากและมีคุณภาพ ส_วนค_า A260 / A280 คือค_าท่ีแสดงความบริสุทธ์ิของ RNA โดย

สามารถบ_งบอกถึงการปนเปáàอนโปรตีนใน RNA ท่ีสกัด โดยจากการทดลองพบว_าอัตราส_วนดังกล_าวมีค_ามากกว_า 

1.8 แสดงว_า RNA ท่ีสกัดได*ทุกชุดการทดลองมีการปนเปáàอนโปรตีนต่ำ (Song และคณะ, 2013)  

 

4.6 การทำ Semi-quantitative RT-PCR เพ่ือศึกษาระดับการแสดงออกของยีนในกลุrม RR ใน 

Halothece sp. PCC7418         

หลังจากตรวจสอบคุณภาพของ RNA ท่ีสกัดจาก Halothece sp. PCC7418 ภายใต*ภาวะเครียดจาก

เกลือ (salt stress treatment) แล*ว RNA ท่ีสกัดได*ในทุกชุดการทดลองจะถูกเปล่ียนให*เป|น cDNA โดยใช*ชุด

สําเร็จ SuperScript
® 

III First-strand ซ่ึงจะใช*ปริมาณ RNA ต้ังต*น 2,500 นาโนกรัม โดยในข้ันแรกจะดูระดับ

การแสดงออกของ AprnpB ในทุกชุดการทดลอง (0, 0.5, 1, 3 และ 6 ช่ัวโมง) ด*วยการทำ semiquantitative 

RT-PCR เพ่ือใช*เป|นตัวควบคุมภายใน (internal control) โดยนำผลิตภัณฑQ PCR ท่ีได*ไปรันเจลอิเล็กโตรโฟริสิส 

ซ่ึงเจลท่ีใช*มีความเข*มข*นของอะกาโรส 1.2% (w/v) ใช* กําลังไฟฟôา 100 โวลตQ เป|นเวลา 20 นาที แล*ววัดความ

M 0 0.5 1 3 6 Hours after salt stress 

1,500 
1,000 

500 

ภาพท่ี 4.3 เจลอิเล็กโตรโฟริสิสของ RNA ท่ีสกัดได=จาก Halothece sp. PCC7418 
 โดยกำหนดให* M แทน marker VC 1 kb และ 0.5, 1, 3 และ 6 คือ RNA ท่ีสกัดได*จากไซยาโนแบคทีเรียท่ีเล้ียง 

ในภาวะเครียดจากเกลือความเข*มข*น 2 โมลารQส_วน 0 คือชุดควบคุมโดยเล้ียงเซลลQไซยาโนแบคทีเรียในภาวะปกติ  
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เข*มของ band ด*วยโปรแกรม Image Lab ดังรูปท่ี 4.4 หลังจากการรันเจลและวัดความเข*มของ band พบว_า 

cDNA ท่ี 0, 0.5 และ 3 ช่ังโมง มีความเข*มของ band ใกล*เคียงกันมากท่ีสุด จึงเลือกใช*เวลาดังกล_าวสำหรับ

การศึกษาการแสดงออกของยีนในกลุ_ม RR ใน Halothece sp. PCC7418 ภายใต*ภาวะเครียดจากเกลือต_อไป 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.4 เจลอิเล็กโตรโฟริสิสของผลิตภัณฑy PCR ใน Halothece sp. PCC7418 ภายใต=ภาวะเครียด

จากเกลือ โดยกำหนดให* M แทน wide range DNA ladders และ 0.5, 1, 3 และ 6 คือ ผลิตภัณฑQ PCR  

จากไซยาโนแบคทีเรียท่ีเล้ียงในภาวะเครียดจากเกลือความเข*มข*น 2 โมลารQ ส_วน 0 คือชุดควบคุมซ่ึงเป|น

ผลิตภัณฑQ PCR ท่ีได*จากเซลลQไซยาโนแบคทีเรียในภาวะปกติ โดยผลิตภัณฑQ PCR ท่ีได*มีขนาด 300 คู_เบสและ

ใช* AprnpB เป|นยีนควบคุมภายใน 

 

4.6.1 การศึกษาระดับการแสดงออกของยีนในกลุrม RR ท้ังหมด 17 ยีนใน Halothece sp. 

PCC7418 ภายใต=ภาวะเครียดจากเกลือโซเดียมคลอไรดyความเข=มข=น 2 โมลารy  

จากผลการทดลองพบว_า ยีน PCC7418_1070 และ ยีน PCC7418_0612 มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึน 

(up-regulated) อย_างมีนัยสำคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับชุดควบคุม (เล้ียงเซลลQภายใต*ภาวะเครียด 0 ช่ัวโมง) 

หลังจากเล้ียงเซลลQภายใต*ภาวะเครียดจากเกลือโซเดียมคลอไรดQความเข*มข*น 2 โมลารQ เป|นเวลา 3 ช่ัวโมง โดย

มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนประมาณ 1.34±0.01 และ 3.32±0.49 ตามลำดับ ในขณะท่ียีน PCC7418_0892 และ 

ยีน PCC7418_1355 มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึน (up-regulated) อย_างมีนัยสำคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับชุด

ควบคุม (เล้ียงเซลลQภายใต*ภาวะเครียด 0 ช่ัวโมง) หลังจากเล้ียงเซลลQภายใต*ภาวะเครียดจากเกลือโซเดียมคลอ

ไรดQความเข*มข*น 2 โมลารQ เป|นเวลาคร่ึงช่ัวโมงโดยมีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนประมาณ 1.73±0.01 และ 

1.61±0.02 ตามลำดับ  

M 0 0.5 1 3 6 Hours after salt stress 

500 

250 

2000 

 

AprnpB 25x (internal control) 
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นอกจากน้ียังพบว_ายีน PCC7418_1070, PCC7418_1116, PCC7418_1006, PCC7418_0612, 

PCC7418_0225 และ PCC7418_0623 มีการแสดงออกลดลง (down-regulated) อย_างมีนัยสำคัญทางสถิติ

เม่ือเทียบกับชุดควบคุม (เล้ียงเซลลQภายใต*ภาวะเครียด 0 ช่ัวโมง) หลังจากเล้ียงเซลลQภายใต*ภาวะเครียดจาก

เกลือโซเดียมคลอไรดQความเข*มข*น 2 โมลารQ เป|นเวลาคร่ึงช่ัวโมง โดยมีการแสดงออกลดลงประมาณ 

0.73±0.01, 0.57±0.01, 0.05±0.01, 0.29±0.08, 0.74±0.03 และ 0.13±0.04 ตามลำดับ  

มากไปกว_าน้ันยังพบอีกว_ายีน PCC7418_1116, PCC7418_1006, PCC7418_0225 และ 

PCC7418_1355 มีการแสดงออกลดลง (down-regulated) อย_างมีนัยสำคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับชุดควบคุม  

(เล้ียงเซลลQภายใต*ภาวะเครียด 0 ช่ัวโมง) หลังจากเล้ียงเซลลQภายใต*ภาวะเครียดจากเกลือโซเดียมคลอไรดQความ

เข*มข*น 2 โมลารQ เป|นเวลา 3 ช่ัวโมง โดยมีการแสดงออกลดลงประมาณ 0.62±0.01, 0.11±0.01, 0.86±0.02 

และ 0.86±0.01  

แต_ถึงอย_างไรก็ตามจากการทดลองพบว_า มียีนอีกท้ังหมด 9 ยีนท่ีไม_พบการแสดงออกของยีนโดยการ

ทำ RT-PCR ได*แก_ยีน PCC7418_0084, PCC7418_0226, PCC7418_1046, PCC7418_1501, 

PCC7418_1121, PCC7418_0392, PCC7418_0469, PCC7418_0618 และ PCC7418_1120 ซ่ึงอาจเป|น

ผลมาจากยีนท้ัง 9 ยีนน้ีอาจไม_มีการแสดงออกหรือมีการแสดงออกท่ีน*อยมากภายใต*ภาวะเครียดจากเกลือ  

 

(ก)  
 

 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

 

0 0.5 3 

hours after salt stress 

PCC7418_1070 (x35) 

PCC7418_1116 (x35) 

PCC7418_1006 (x35) 

PCC7418_0612 (x35) 

AprnpB(x25) 
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PCC7418_0225 (x30) 

PCC7418_0892 (x37) 

PCC7418_0623 (x50) 

PCC7418_1355 (x53) 

AprnpB(x25) 

hours after salt stress 

0 0.5 3 
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(ข) 

ภาพท่ี 4.5 semiquantitative RT-PCR ของกลุBมยีนภายใตHภาวะเครียดจากเกลือโซเดียมคลอไรดT 
โดยมี AprnpB เป)นตัวควบคุมภายใน (internal control) 

(ก)  ผลจากการรันเจลอิเล็กโตรโฟริสิส 

(ข) ผลจากการวัดความเขJมขJนของ band ดJวยโปรแกรม Image lab โดยแสดงเป)นคRาเฉล่ีย±คRาความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน

(standard error) และ *,** แสดงถึงความแตกตRางอยRางมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีคRา sig≤0.05 และ sig≤0.01 ตามลำดับ 
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บทท่ี 5 

สรุปผลการทดลอง 

 

จากการวิเคราะห,ชีวสารสนเทศของ response regulator  ใน Halothece sp. PCC7418 พบวKา   มี

ยีนท่ีอยูKในกลุKมของ RR ท้ังหมด  44 ยีน โดยแบKงมาศึกษาระดับการแสดงออกท้ังหมด 17 ยีน ได[แกK 

PCC7418_0084,	 PCC7418_0225, PCC7418_0226, PCC7418_0392, PCC7418_0469, 

PCC7418_0612, PCC7418_0618, PCC7418_0623, PCC7418_0892, PCC7418_1006, 

PCC7418_1046, PCC7418_1070, PCC7418_1116, PCC7418_1120, PCC7418_1121, 

PCC7418_1355, PCC7418_1501  ซ่ึงเม่ือนำไปศึกษา domain architecture พบวKา แตKละยีนจะ

ประกอบด[วยโดเมนหลักสองชนิด คือ    receiver domain และ  output domain แตKท้ังน้ีพบวKาแตKละยีนจะ

มีโปรตีนท่ีเปoนองค,ประกอบของโดเมนท่ีแตกตKางกัน 

 

จากการทำ semiquantitative RT-PCR เพ่ือศึกษาระดับการแสดงออกของยีนในกลุKม RR ท้ังหมด 17 

ยีน ภายใต[ภาวะเครียดจากเกลือ NaCl ความเข[มข[น 2 โมลาร,พบวKา ยีน PCC7418_0612 มีระดับการ

แสดงออกเพ่ิมข้ึน (up-regulated) มากท่ีสุดอยKางมีนัยสำคัญท่ีเวลา  3 ช่ัวโมง โดยมีระดับการแสดงออกเพ่ิมข้ึน

ประมาณ 3.32±0.46 เทKาเม่ือเทียบกับชุดควบคุมซ่ึงแสดงให[เห็นวKายีนดังกลKาวมีบทบาทมากท่ีสุดในการ

ตอบสนองตKอภาวะเครียดจากเกลือ  แตKถึงอยKางไรก็ตามพบวKา  ยีน PCC7418_0612 มีการแสดงออกท่ีลดลง

เม่ือเซลล,อยูKภายใต[ภาวะเครียดเปoนเวลาคร่ึงช่ัวโมง  นอกจากน้ียังพบวKายีน PCC7418_1070 มีการแสดงออก

เพ่ิมข้ึนอยKางมีนัยสำคัญท่ีเวลา  3 ช่ัวโมง และมีการแสดงออกของยีนท่ีลดลง (down-regulated) เม่ือเซลล,อยูK

ภายใต[ภาวะเครียดเปoนเวลาคร่ึงช่ัวโมงเชKนเดียวกัน  

สำหรับยีน  PCC7418_0892 และ PCC7418_1355 พบวKามีระดับการแสดงออกเพ่ิมข้ึน (up-

regulated) เม่ือเซลล,อยูKภายใต[ภาวะเครียดเปoนเวลาคร่ึงช่ัวโมง แตKเม่ือเวลาผKานไปพบวKาท่ี 3 ช่ัวโมงยีน 

PCC7418_1355 มีระดับการแสดงออกท่ีลดลง (down-regulated) อยKางมีนัยสำคัญเม่ือเทียบกับชุดควบคุม 

นอกจากน้ีพบวKายีน  PCC7418_1116, PCC7418_1006 และ PCC7418_0225 มีระดับการ

แสดงออกท่ีลดลง (down-regulated) อยKางมีนัยสำคัญท่ีเวลาคร่ึงช่ัวโมงและ 3 ช่ัวโมง  สKวนยีน 

PCC7418_0623 มีระดับการแสดงออกของยีนลดลงอยKางมีนัยสำคัญท่ีเวลาคร่ึงช่ัวโมง 

 

อยKางไรก็ตามพบวKามียีนอีก 9 ท่ีไมKพบการแสดงออกของยีนโดยการทำ RT-PCR ได[แกKยีน 

PCC7418_0084, PCC7418_0226, PCC7418_1046, PCC7418_1501, PCC7418_1121, 

PCC7418_0392, PCC7418_0469, PCC7418_0618 และ PCC7418_1120  ซ่ึงอาจเปoนเพราะยีนดังกลKาว

ไมKมีการแสดงออก หรือมีการแสดงออกท่ีน[อยมากภายใต[ภาวะเครียดจากเกลือ  
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ภาคผนวก ก. 

สูตรอาหารและวิธีการเตรียมอาหาร 

 

สูตรอาหาร BG-11 ท่ีมีการเติม Turk solution สำหรับเล้ียง Halothece sp. PCC7418 

ภายใต3ภาวะปกติ (0.5 โมลารa NaCl) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

 

ประกอบด[วย 

NaNO3          1.500 กรัม 

K2HPO4         0.004 กรัม 

MgSO4 ⋅ 7H2O        0.075 กรัม 

CaCl2 ⋅2H2O        0.036 กรัม 

Na2CO3         0.020 กรัม 

EDTA disodium salt       0.001 กรัม  

Citric acid        0.006 กรัม 

Ferric ammonium citrate      0.006 กรัม 

 

Trace element A5+Co  

H3BO3          2.830 กรัม 

MnCl2 ⋅4H2O        1.810 กรัม 

ZnSO4⋅7H2O        0.220 กรัม  

NaMoO4⋅5H2O        0.390 กรัม  

CuSO4⋅5H2O        0.079 กรัม  

Co(NO3)2⋅6H2O        0.049 กรัม 

 

Turk solution  

NaCl         28.17 กรัม 

KCl         0.67 กรัม  

MgSO4⋅7H2O        6.92 กรัม  

MgCl2⋅6H2O        5.50 กรัม  

CaCl2⋅2H2O        1.47 กรัม  
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สูตรอาหาร BG-11 ท่ีมีการเติม Turk solution สำหรับเล้ียง Halothece sp. PCC7418 

ภายใต3ภาวะปกติ (2 โมลารa NaCl) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

 

ประกอบด[วย 

NaNO3          0.750 กรัม 

K2HPO4         0.002 กรัม 

MgSO4 ⋅ 7H2O        0.0375 กรัม 

CaCl2 ⋅2H2O        0.018 กรัม 

Na2CO3         0.010 กรัม 

EDTA disodium salt       0.0005 กรัม  

Citric acid        0.003 กรัม 

Ferric ammonium citrate      0.003 กรัม 

 

Trace element A5+Co  

H3BO3          1.415 กรัม 

MnCl2 ⋅4H2O        0.905 กรัม 

ZnSO4⋅7H2O        0.110 กรัม  

NaMoO4⋅5H2O        0.195 กรัม  

CuSO4⋅5H2O        0.0395 กรัม  

Co(NO3)2⋅6H2O        0.0245 กรัม 

 

Turk solution  

NaCl         58.45 กรัม 

KCl         0.335 กรัม  

MgSO4⋅7H2O        3.46 กรัม  

MgCl2⋅6H2O        2.75 กรัม  

CaCl2⋅2H2O        0.735 กรัม  
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10X Tris-Acetate-EDTA (TBE) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

ประกอบด[วย  

Tris base         48.4 กรัม  

EDTA          3.72 กรัม  

Acetic acid         11.4 กรัม 

 

1.2% agarose gel 

ผงอะกาโรส         0.48 กรัม 

1X TAE buffer         40  มิลลิลิตร 

ละลายผงอะกาโรสโดยอุKนร[อน ท้ิงไว[ให[สารละลายเย็นลง แล[วเติมสี SYBR® Safe DNA gel stain ปริมาตร 

4 ไมโครลิตร แล[วเขยKาเบาๆ ให[ผสมกัน 

 

0.1% DEPC water ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

ประกอบด[วย 

Diethyl pyrocarbonate (DEPC)       1 มิลลิลิตร  

น้ำกล่ัน          1 ลิตร 
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ภาคผนวก ข. 

ลําดับนิวคลีโอไทดaของยีนในกลุrม RR ใน Halothece sp. PCC7418 

 

1. PCC7418_0084 (753 นิวคลีโอไทดa)  

atgatgcctcgaatccttgttattgatgatgatcccgccatttcggaattagttacgattaatcttgaaatggcaggctacaccgtagaacct 

gcaaatgatggtattaagggtcaagccctcgcagtacaactgcaacccgatttaatcatgcttgacctgatgctacctcgcgtcgatggtct

cactgtatgccaacgcttacggcgtgatgatcgcactgctgacattccgatcttgatgttgacggctttgggtcaaactcaagacaaagtag

aagggtttaatgctggtgcagatgactatctcaccaaaccctttgaagtggaagaaatgttagcgcgagtccgcgcccttctccgtcgcact

gatcgtattcccaaagcagcaaaacacagcgaaattctcaattacggccccctgacccttgttcccgaacggttcgaggcgatctggtttg

gtcaaaccgtgaagctgacccatttagagtttgaactcctgcactgcttattgcaacgccatggacaaacggtatctcccagtgaaatcctg

aaggaggtgtggggttatgatcccgatgatgatattgaaaccattcgggtgcatattcgccatctccgcactaaactggaaccagaaccccg

tcatcccatgtacatcaaaacggtttatggggctgggtactgtttagagttacccagtgaaggagcatcaggaactgaaaactcagcagcct

tagaagaacagacgtaa 

 

2. PCC7418_0225  (1212 นิวคลีโอไทดa) 

atgtatggtagcctgcacgaactggatctccgtagtttgttagagttgcttgaacgtagccaagctacaggacaactcctaattcaagctgct

tctgccttttccccttctgatctggggtcgctcgcctcagaagatcattccttttggctactctctttgagtaacggtcaaatcacttatgctgtt

gatggcaacctgagacagtaccaacgactacaagactatctccgtcgctatcaggtggagacagtagtggaacgtttaccaaaaaccgac

agggttgccttacctcgcaattttctccaagctacggcaagatccttacccgaatataactatttatgggttctcctcgaacatcatgttttga

cagccactcaaggaaagcaaattcttgaacatattgttcatgaaaccatgtttgacttattgagcctgcaacaagggttctttaggtttcaga

gtaacactgttgtcgagcctcaactaaccactcttgagattagtccacttttaacgcaggtgatgcgggaacttcaacagtggaagcaactt

tctccttacgttacctctccagaacagtgtccgcttctcacgaaaaatcatgaactgaaacaagccctaacgccatcagcctatcggagtc

tcgctgttgcttgtcaaggtgaactttctttacgacgaattgctcgttatttgaacaaagatttactgacgattagccaagccctctacccgta

cattcaacggggttggctgcaaatgcttgcggaagaagaagcccttccctctcaatcgattcaggaggcttctgctaccactaagatggttt

acattggtcaagaaaatgaagtcagggatcagatagaatatattttaaagtccaaggggtatctccccatgatcattgatgatcccattgat

gcactgagtatgattgcgcgatcgcagccgagcctagtgttctgcgcgttagaactatccacctggtctggggaacaactcagctacagctt

gagaaaccttcccactttaagccaagtcccgatcattcttgtcacgccagaaaatcctgatccgatccgcttaactcgtgctcagcttttag

gagtcactgagattttagtgcccccgattcaagactcagatttgcttcatctcttaagaactcatctgaaccccaaagatcaacaacatcaa

ttcctttga 
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3. PCC7418_0226 (372 นิวคลีโอไทดa) 

atgagtacggttttagttgttgaagatagcgtgacccagagacaaatgatttccgatttgctcaaagagagtgggttaaacgcatcagtgatt

agtgtgggtgatggcgtggaggctctagagcaaattcaaacgcaaccccccgatatcgttgttttagatattgtgatgcctcgcatgaatggtt

atgaagtttgccgtcaaattaagactgatcccaacaccgaaaatgtcccagtaatcatgtgttcttctaaaggagaagaatttgataaatat

tgggggatgaaacaaggagcagatgcttatattgctaagccttttgaacctaccgaactcattggtacaattaagcaattgctgaggggata

g 

 

4. PCC7418_0392 (702 นิวคลีโอไทดa) 

atgcaaatcttactggtcgatgatgaacgggagttaacaacgcctctgtctcgggttttgacacaagaagggtatcaggttgatgtggcaaat

aatggagtcgttggggaagaattggcaacaaacaataattatcatttattgattttggattggttgatgccagaaaaatcagggttagagttat

gccgatcgctgcgatcgcgcggaaatcaaactccagttttatttttaacagctaaagatacggtagatgatcgagtggcgggtttagatgttg

gtgcagatgactacattgtcaagccctttgagttaagagaatttctcgccagagtccgcgctttaatgcgacgttccgcttgtgaactccctgt

cagttctcgtctccaagtttctgatttagaatttgaccctgataatcaactggcttatcgcaatggacgaaccattgaactctcagaaaaaga

gggaaaacttttaaagtattttatgcaatttccccagcaactgttaacccatcaacaaatttatcaacatctgtggggagaagagagtacag

ccagcagtaatgttttagcagctttagtgcgtttattacgacgtaaaatcgaagttcctggtgaaattaccttgattcatacggtttatggaaa

aggctaccgcttcggagaaagatcagatccacaagagggaaccaattaa 

 

5. PCC7418_0469 ( 1362 นิวคลีโอไทดa) 

atgatgacaaaagatcaattaaatgggcaacagcaacaaaagactgtggacaaaaactcagaaatcgcagagaaaacttttttagagtta

gaggaactcctagaagaaattgtatcttctagtcaacaacaatttacgggtcgtctgaccctaaaaaccccagacagacagcaatggcaa

ctttattttgggatgggtcgattgctgtgggcaagtgggggagaacatccccgtcgtcgctggcgcagacagttggctcatgtttgtgagcagg

atggtttaaaaggacattattcagaaggacatttgcgagaaggagatcattatgagtgttgggatttccatttgttattagccctgcacaaacg

taaaattttgagttcggaacaagtgagaaaagttatggtggggatgattactgagattctgtttgatctcaatcatcagggaattgccctgtgt

accagcaaggaagcctatcctgatgaaccgaaccactgtggcaaacaagtctttactcgaacttggaaagcaggggttcgtccttctcaag

aaatggttgtccctcctagttggggggtcgaaacgcaagcctgtttggacaaagctcaggaaagttgggtgcagtggcgagaaatggggtta

actcatgtttctcccaatcaagccccgcagcttctcaatttaaaggaattggctgctcaaacttcagaaaaagtttatgggaatttagtcaa

actggtgacgggtgatcggacgttacgagatttatcggtggtgatgaaaatgagtcctctgaaactggcgcgatcgctgcaaccttacattcg

ccaagatctgattaccttagcagcgatcgctgatttaccacccgccccccaggaaaaaaccgttaaaaaacaacaattacaacggcgtg

ctgaagatcaatcggcaacaacttcatctccaattcccagtcagaaaaagagggtcaaatctcaacgtcctcttgttgcttttgtggacgat

agtgagcaaagtcgtaatataatgaataatgtggtcacaaaagggggctacgactttattggcatcggcgactcggtacaggcaattacgat

tttactggaaaaacaaccgcagttaatttttctagacttaatgatgcccaatgtcaacggttacgaactctgtagccaaattcggaaaatttc

tgtgttgaaagatgttcctgtggtcattgtgactgggaatgatgggattgtggatcggatgcgagctaaggttgtcggtgcaaacaactttatct

cgaaaccaattgatcgttccgaagttctaaccttagcattgcagtacacacaatcggcttcagcaaaataa 
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6. PCC7418_0612  (702นิวคลีโอไทดa) 

atgaaaaaaatactggttgtagatgatgatctggtacttagaaaagcactaaccgtttatctcactaaacgcaactatttaggtcaagaagc

tggatcaggacaagaaggtttaaacaaatacgagagttttcgcccagatctgattatttctgatgtggtgatgccagatatggatgggtttagc

ttctgtcgtgaagttcgatcgcgcagtgacggcaaactcttgccctttattttcttaaccgtcagaacccatcttaacgatcaagaaaaagtt

caggcggttggtgctgacgactatctcactaaaccgatcaaactcgaagaactcaatctcaagattcaacttcagttggaacgagcagagc

gcattaatgctgagatcgtccgtcttttacaaactaggcaaacaggctcagacttgactgccgaggaggctgaacccccaaaacttaactc

cagtgaccttacccttgactcgccaccagagtctttacctctcactccctcagaagaaagagttttctggaaagtgattcaaggactgacaa

ataaagaaattagccagcatctgcatcttagcccccgaacggttcaaactcatttgagcaatattttgagcaagttgaacctaaagaatcg

gactcaactcagttattttgcctatcaaaagggctatcaacctcacagtcaggatcaattccagcttaaaagttaa 

 

7. PCC7418_0618(1260นิวคลีโอไทดa) 

atggaacatcaattcttaagtagcatcatggcgtatgctcaccgagaccagacgggatgtttagaaattcaaaatttgaagcatcaacaac

agtcttggtttctttattttcgtttaggcaggcttttttgggcaggaggaggtgaacaggaacagcgaagaatttaccgacaactggttaagca

aatgcctcaagatgcagtgaaactgctacaactacgagaagaggtcaattggaatgctgaatcagcatactatgattttattgtttatctctt

ccaacaagaaaaaataagcctagagcagctgattgccatcaaaaatgacatcatcctcgaagtgctgtttgatcttttgcaagtggatgag

caacaaaatcaacagaaccatacctatggtcaaaacagcagtctttattggcaatggcatgaaaattatcgcccgaaaaactatgtcccc

attgccagagaagtagctaaatcttctgaagaattagtggcaacggcaaaacaaaattggcagcgttggcaaaatgcaaacctaaattctt

gctctcccaatcaagcccctgtcatgattgatcctgaaaaaattcgagcaagcactgctgccaaaacctttcaaaacttgcagcgattggt

gactggaaaacgatcgctgcgagaaattgccatttctaccaagtgcgatcttgtccccgtcaccaaagccctttgggaatactatcagcaa

gggtggttgcaatggcaggagcttcaggatcttgactgggaaagcatcgctccgaaaaggaagcctcagttgccaaccgaagaaacttcag

ggaaagagaagtatttgattgcttgtgttgatgacagtgtacaagtcacggaaaccttaaaagcaattgtccaagaaaaaggacattctttt

atgggcattaatgatccgttacgggcaactgcaactttgctcaaagccaaaccagatttaatttttttagatttaatcatgcccaataccaat

ggctatgaaatttgtacgcaactgcgtcgcgtttctagtcttaaagaaattccaatcgttattttaacgggaaaagacggcttgattgatcgga

tgcgggcaaaaatggctggtgcaactcaatacgtgagcaagccagtgcagggtcaaatcattctcgaagtaatggaaaaatacctgccga

tgtttttgagcaatcaagaatccgaggctgtttttgcctcttctgtttcatcctcggtgcaagtctga 

 

8. PCC7418_0623 (1353 นิวคลีโอไทดa) 

atgcacgaacgatttgaaaaacgtctaacttttaaccgtatttttcgccatctaattttttatcaatcacaaaaatttacaggaaaaattaaa

gttttcagcttacaagaagaagcatggagcttttattttttattagggaatttaatctgggcaagtggcggtcgttatcccttacggcgatggcg

gagacaattttatgcagcaacctggaaattaccaaatttggattatttagataggaatgcagaatgttgggactgtactgagttgagaacgct

tagtgagaataacagtctgaaaatcgaacaagtagcagccattgtcaatggtatcttcaaagaggttttatttgatgttgtacaggcttttgaa

gccccgatttacgaatatctgggtttacctcaaagtttgatttcactctctcagttaacgggaattggggatagtctgaagttagaagtgcaag

aaggggttacccctgatccttattaccgtttaccttatagcctgctcccaaatattataagtttacaagaaacaacttatcaacactggaca
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aaatggattaaattggggttatctcaaatttctccaaatcaagccccttttctactcgaacctaaacaacttcaaaaacgagtatctcggaa

agtttatcaaaatatggaaaaaggcttgcaaggaaaaacctctttgagagatttagccttcaagttcaaaaaaaatagtgacttttttagcat

tgcttctgccatttctccttattatcaagaagggttaatcacttttaatcaaatcaaagatttatccgtttacaattctgataaacagaaatatt

cgaccttaacccgatcagaaaaaccacaagcagagtctgtattatttgcgattgattccagtcgtaaaaatcaatctttattcagcgcgatc

gcgcaacaacaaggatatcaatttgaagcaatgagtgatggtctgaatgcgcttcagaaaattgttcataatcccttgactcatcccaaaat

catctttgccagttatgagatggcaattattaagccagaagaattttgtcagattgttcgccgtcttgaattactcaaacctgtaccgattata

ttttatagtaaacgtcctctttctcatcaagagattcaagaagttcttgatgctggtgctaaccaattaatgaatcaaaacgatttgacaccg

agttctgttaattcaattctgaaaaaataccagcaatcccaatcaaatggaagaaatcagatcagaaatgaaagtaaagcaacctttgaa

acaagcaattctccccactttcccatgatgaataaaacattttataagtga 

 

9. PCC7418_0892 (555 นิวคลีโอไทดa) 

atgcaaaaaatactggtcattgatgacagcagaatgatcagaatgcgagtcagagatatgttgccttctggcaatgttcaaattattgaagc

ccgagatggaaaagaaggtcttgacttaattcactcggaacgaccgcagttgattatcttagattttctgttgcctaaaaaaagtggttggga

agtgtatcaagatatacaaaatactcccgatttacaagccattcctttggttttaatgtcaggacgaaaagaggaagtcactgaaaaaattt

ccgaaccctttgaacattttgcttttgtggaaaaaccgtttgaacaggaacaactggtgaaagcgattaaagaagcaagagggaaggcaac

tcgtaaagcgaaggcaactgctcccgaagaagcagctgcatctagccaagggggagaagatgtggctagcctgaaagcagaagtggctc

agttgaaagaacaagtgcaaaccatgcaaggtcaaattgatcaattgcgtaaacaaatgaatcaattagttaacttcattaagaagaaagt

tggctaa 

 

10. PCC7418_1006 (1143 นิวคลีโอไทดa)      

atggtcactatcaccacctatcctcttgagacacttcgcaacaaaatcaatgaatattctcaagaaaaagcaactggcaatctcacaatc

cgcaaccatgaaattttactcggcaaagtgtttttgctacacggtcgcttactttacataaaagacgaattgcgcccagtgcgtcgctttagc

cgagtttgtcgccaactggatattaattggcccgcagaagaactaaattgctctccagaccaaccttgggaatatcaattactctatcaagg

cattagtaaaaagcgtctcaatgttggacaagcgaaaactgcgattacgaatgttgctgaagaatttctctttgatttagtcagtcaagaaga

aataattacagaatgggaaacacgaggagaaggcgagtctggactttcgttagggttagctttatcgggtttagaaattgaaggtctgattga

aaccgtttctgaaaaacaacagtcttgggttgataataatttagcggaatttaatggcagtttagttcccaccttagcgccaaacgcacaac

tcaaaaataatagtggtcttggcaaatatctcaatgggaagtttacgctttgggatctgtctattgctctcaataaatctcttctcgatgtgac

aaaagcattgattaaattcaaagaaaagcagttaattgaatttcgagaagttgcggacttagcagttcctagttttatttctattgctcaagat

ccgaatcaagcgaacgattcctcaaagcagaaaaaaggattaattgcttgtattgatgatagtccgattgttgctcatagtatgaaaaaact

gcttgctcctttagggtatgatattattacaattactgagccaatgcacggtttttccgacttagttgatcaacaacctgatctcattttcttag

acttaatgatgccgaatgtaaatggttacagcgtctgcaagtttttgcgggaaacagagtcgtttcaagagaccccgattattatcttgaccg

ctcaaagtggagcaatcgatcgcgcacgggcaaaaatggcaggagcaacggactttttaggaaaaccgcccaaacccggaagagtgatt

gaagtagtacaacaatataccaatcatagttaa 
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11. PCC7418_1046 (684 นิวคลีโอไทดa)      

atgtctatgtctcagccgtcagtgttagtcattgccaatgacccagagttgtcgcaaaccgtcaatctagatttaaccaacgcgggttatacc

gttactgttgctagcaataccgaccaagctaaaccacagtttgaagaattacaacccgcgttagtggtcattgatcaagcccatttgggaga

agaagggttaacggtatcgcgtcagttacggggacataataaccccgttctgattgtgctatttatgaaggaagatactctagaagatcgaa

ccgcttgtttagaagctggggcggatgactatatgctacttccttaccagcgcgatcggtttttagagttagttcaactgtatctccaacccgc

tacaacagtccctgaacaactccaatttagcgatttagtgctcgatttatcccatcgctgtgctaaccgtaatgggcgcaaaattgagttaa

ccgtcaaagagtttgaacttctcaaatatttgatgtctcacccaggggaagtgctgactcgcgagcaaatccttgataatgtctgggaagat

aatcatgggggagaatcaaacgtgattgaagtttatattcgctatctacgcctcaaaatcgaacaggggggatataaacgactgattcaaa

ccgtgcgcggtgtgggttatgtcttacgggaatcatga 

 

12. PCC7418_1070 (828 นิวคลีโอไทดa) 

ttgtctgctcaactatttatttgtttattcaccatcagccctgatctcgccaaatctgtcaaagagattttgcgggataaaccttatcatttgcg

tgtttttgactcatcagaagccgttatcggttatattctggagcaaactgagcagatcgattgtttactgttgcatcagggtcaggggatagaa

gaagtggtcacttgtttacgcaatgaaggtaaacttttacctgcggtcattttaaccacagaggcggacaatcaagacttagtttatcaccct

gcccaaacctatcttgccacggaaacactggctaaaattccgaccgtaattgagggcgcgatcgcggatttcctccaactcactcccgaa

gctaaaccgcaatttgagattgaacagattaatgaatttttaacaattaagcaacatcgtttaacagaaaaattacaagagcgactgggat

acaaaggagtgtactataaacgaaatccgcaagatttttttcgttacctcacctctgaggaaaaaaggaatttaatctcagaattaacgga

agaataccgcctcattcttttagactattttcaggatgcaacagaagtcaattccaaaattgatcagtttgttacccgtgcgttttttgctgac

ctttctgtctcacaaatcatggaaattcacatggatttaatggatcaattttctcaacaattaaaactagaaggtcgcagtgatgaaattttgt

tagattatcgcctcacgttaattgatattattgctcatctgtgcgaaatgtatcgccgttcgattccgacaaaagttcggaaataa 

 

13. PCC7418_1116 (738 นิวคลีโอไทดa)       

gtggaaaaccatacagaaaaaattcttgtggtcgatgatgaagcagccgttcgtcgcattttacaaacccgattgtcaatggtgggctatga

agttgtgattgctgctgatggagaacaggctttaaaggtatttgctgcggaacagcctgacttggtggttttagatgtcatgatgcccaatggtg

atggttacttcacctgcaaagagttaagaaaagagtcgaatgttcccattattatgctgaccgctttaggtgatgttgccgatcgaattactgg

gttacaaattggggccgatgactatttagtgaagcccttctcacccaaagaattagaagcaagaattcatacagtgttaagacggctgaag

aaaaacagcgaggcgatgattcccgcttctggggtgatgcaagtgggaaaattacaaatcgacaccaataaacgacgagtttatatgggg

aatgagttagtccgtttaaccggtcgcgagtataatttgttagagttgcttgctacccattctggggagtccatttcccgcaccgaaatcctga

agcggatttggggatatccaccgcagcgtcatggcgatttgcgcgtagtggatgttcatgtgtcgcggttgcgaggcaaaatcgaagcagat

ccgaaaaatccagaattaattattaccgaacgagggacggggtatttatttcaacgggcaagagtcgtgaataatgctcaggcgtgttga 
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14. PCC7418_1120 (1155 นิวคลีโอไทดa)       

atggtagaaccactttcttctgttttagacgcaaccacctcagtggtcaaggcgctgaaagaaatatcgaaaaaagaactatctggacaac

tcaccatccgtttttttaattctcattctacaggttggcgagtgtatatcggacgcggaaaagttcattacgccagtagtttagtggctaacca

agagcgaattaattatttattgtctcattattttcctgatctcaaccgtcatccgatgcaagatcaggaacaggaatatgattatctttgttcct

tttggcggtctggaaaaatttctctgcaagaccttagacaagtcatctataccctaacccaagaagcattaattcattgttttgcttcacccc

ctgtgcaattggaatttgaagagagcgtggggctagatccgattttggtttcggcttccgtgaagaagattgcttattcggttcgtccgcaagtt

ttggggtggatgaagctacgagaagggatttcatctcctttgtggcgcgtgggaacagagcaattaaatggattttacaacgcgatcgcgca

aaacagtttatctcaacagagcaatattaattcttctctggctcagttaaaacccctagcacaagctctaactgcatttccgaatctttacgc

tctggctcaggaatttaaggttgatgttctcactctcgcccaagagttgcaaccctacgccgaacaaaaacaactgcaaatcaagccttac

gaagaaccaaaagcaccaaacggagaaacaccagtggttgcttgcattgatgatagtcatacagtgcaacggaatgtgaagttaacccta

gaaaccgcaggttacgaagtgatttccttaactgaaccaggtcgcgccctgacagcccttgctcgcaagaaacccgttctaattttaatgga

tattaccatgcccgatatgaatggctatgatctctcccgaatgttacgaaaatccgcatccttagcggaagttcccattgtcatgctaacggg

gcgcgatggggttgtggatcgattacgggcgcgaatggtgggagccaatgattacattaccaaacctttcaatcctcaccaactgattcaac

tggttcaagcattaacccgtcaacctcaacctgtggagcaataa 

 

15. PCC7418_1121(372 นิวคลีโอไทดa)       

atgacaactgttttaatcgttgaagatggtcacgccgatcaaaaattaatggtttccctgctagaacaatcaggatatgaagtcgttgcgaa

aaattcagtggaagaagcagaaagctggttacttcaagaaaaacatgatcctgatttaattgtgctcgatattgtgatgcctggttctagcgg

tttagaattatgtcgcgaaattagagcaaatgagacattaaaaaatattccgattgttttctgttcttctaaaaataaagaatttgaccaattt

tgggcgctgcgtcaggggggaaatgcctatctgacaaaaccttttctccctaaagaatttttgaatactgtcgctgaacaattagcgtcctga 

 

16. PCC7418_1355. (663 นิวคลีโอไทดa)        

Atgaaagataacccagtcgataacgaaaccaaaaaattacttctcgttgatgatgatcccaatttgatcctattagtacaagactatttgga

atttcaagggtatcaagtcacaactgctgataacggacgagatgcactggaaatcttagaacatgaagttccagatctcattatttgcgata

ttatgatgccagaaatggatggctatgaattggtgaagcaggttcgccaagatagccgaattagttggattcccgttctgtttttatctgctaa

aggacaaacgacggatcgcgtcaaaggcttaaatactggggctgatgtttatttggtgaaaccttttgaaccagaagagttagtcgctcagg

tggaatcttccctcaagcaagcccaacggttgatcgataaaagtgggggtagtgttgatggggcgcaacaaggtgaaaaaatccatgtccc

tgcggatgtgacgctgactcggacggaaacaaaagttgtccagtttgttgctcaaggattagccaatcgcgagattgcggaaaaactcaatg

ttagtcagcgcacggttgagtctcatgtttccaatatgttgaataaaactcgtcttcataatcggacagaattagctcgttgggcgattcaaa

accgtctagcgcattag 
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17. PCC7418_1501 (1293 นิวคลีโอไทดa)       

atggtcagcatcgaagaacaacggttaacttgtaaccgcatttttcgctacttaacctatcatagccagaaacaatttactggtcgtttagat

gtgcaagcagccagtggtcagtcttggcaggtttatctaaatttgggtcaattgggttgggtagcgggagggcttcatcctcatcggcggtttat

tagacaacttcaaattgcaggtttagaggatgctgtcctccaaaaagtttctcaatattctctctccgcatcagagcaaccagagtgtattga

gtatcatctgttggccaaacttgcccaagaaaaatatctgagtgctgaccaagtgattaaagtgattaaaggggcgttaattgaaggcttatt

tgatgtggtacaagcaacagaactcgcctctcccactttgcaagaattttttacgcaacaagctgaacagaagttaaccactgttgctgatt

tggaaggggctggggatagtttttatgtgcaagtgaaagaaaactctcgtccttctcaacaagcgcgtttaccctatacttggatgcaaccag

tgatggacattcaacgagaagtgcaaaagagttgggaacattggctggggatgggactacaaaaatattctcctaatgcagcgccaattgtt

aaatcgccagaagggttacaagcccaaacctcagagaaaatttataagaacttgatgagtttgatgcaagggaaagagacgctgcgagac

cttgctgcccgcatgaaacgggatatttgggcaatgacacaagttctacaacccttgattcatcagcagattattggatttgttgaaattgaa

gatctttctctgttttctgagagtgaaggaatcagtgaacgcagaacgaggaatccttccgatcaaacatcaaccgagaagaaaggattaa

ttgcttgtgtggatgatagtccacaaacgcagaagatgattgaaacgatcgcgcaagccttgggttataagtttcttccgatctacgaaagtg

tcgaagccctaccgacgctcattgagaaaaaacctcgtctcattttccttgatctagtgatgccagtggttaatggttatgagttagcccacc

agatccgccgtgtggaatccttgaaggatacgccagtgatcattctaactggtaatatggtggatcgagtccgagcacggatgtcaggggcg

agtgaatgtattaccaagcctgtagaggtcgataaagtccgcgctgtgttgaatcgttatatcattaatcaggaagtgccaactcaatga 
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ภาคผนวก ค. 

 

ผลการวัดคrาการดูดกลืนแสงด3วยเคร่ืองนาโนดรอป จากการสกัด total RNA ใน 

 Halothece sp. PCC7418 ภายใต3ภาวะเครียดจากเกลือ 

 

ชุดทดลอง ความเข[มข[นของ RNA (ng/!l) A260  A260/A280 

0 hour 779.8 19.494 1.88 

0.5 hour 556.7 13.918 1.92 

1 hour 751.4 18.786 1.96 

3 hour 690.8 17.271 2.14 

6 hour 716.0 17.900 1.91 

  

 

ผลการเปรียบเทียบความเข3มของ band ท่ีได3จากการทํา RT-PCR ใน 

 Halothece sp. PCC7418 ภายใต3ภาวะเครียดจากเกลือ 

 

AprnpB (internal control) 

Treatment 0 hr. 0.5 hr. 3 hr. 

Run 1 1.00 1.48 1.03 

Run 2 1.00 1.3 0.89 

Run 3 1.00 0.93 0.82 

Average 1 1.24 0.91 

SEM 0 0.28 0.11 

 

1070 

Treatment 0 hr. 0.5 hr. 3 hr. 

Run 1 1.00 0.73 1.33 

Run 2 1.00 0.72 1.34 

Run 3 1.00 0.75 1.36 

Average 1 0.73 1.34 

SEM 0 0.015 0.015 
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1116 

 
1006 

Treatment 0 h. 0.5 h. 3 h. 

Run 1 1 0.05 0.11 

Run 2 1 0.05 0.09 

Run 3 1 0.06 0.12 

Average 1 0.053 0.11 

SEM 0 0.006 0.015 

 
 
0612 

 
0225 

Treatment 0 h. 0.5 h. 3 h. 

Run 1 1 0.72 0.87 

Run 2 1 0.72 0.84 

Run 3 1 0.77 0.88 

Average 1 0.74 0.86333333 

SEM 0 0.029 0.021 

 

Treatment 0 h. 0.5 h. 3 h. 

Run 1 1 0.58 0.64 

Run 2 1 0.59 0.62 

Run 3 1 0.57 0.62 

Average 1 0.57 0.62 

SEM 0 0.01 0.012 

Treatment 0 h. 0.5 h. 3 h. 

Run 1 1 0.2 2.86 

Run 2 1 0.31 3.26 

Run 3 1 0.36 3.84 

Average 1 0.29 3.32 

SEM 0 0.082 0.49 
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0892 
Treatment 0 h. 0.5 h. 3 h. 

Run 1 1 1.73 0.96 

Run 2 1 1.75 1.05 

Run 3 1 1.72 0.94 

Average 1 1.73 0.98 

SEM 0 0.015 0.058 

 
0623 

Treatment 0 h. 0.5 h. 3 h. 

Run 1 1 0.08 0.54 

Run 2 1 0.15 0.84 

Run 3 1 0.16 0.86 

Average 1 0.13 0.75 

SEM 0 0.043 0.18 

 
1355 

Treatment 0 h. 0.5 h. 3 h. 

Run 1 1 1.62 0.86 

Run 2 1 1.62 0.87 

Run 3 1 1.58 0.86 

Average 1 1.61 0.86 

SEM 0 0.023 0.006 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

0084 
No specific bands detected 

   

0226 
No specific bands detected 

   

1046 
No specific bands detected   

 
 



 41 

1501 
No specific bands detected   

 

1121 
No specific bands detected   

 
0392 
No specific bands detected   

 
0469 
No specific bands detected   

 
0618 
No specific bands detected   

 
1120 
No specific bands detected   
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ภาคผนวก ง. 

 

องคaประกอบของ domain architectures ของยีนในกลุrม RR ใน Halothece sp. PCC7418 

 

1. PCC7418_0084 

 

 

มีความยาวของกรดอะมิโน 250 เรซิดิวซ, โดย 

สีเขียว แสดงถึง response regulator receiver โดเมน  

สีแดง แสดงถึง c-terminal transcriptional regulatory protein  

 

2. PCC7418_0225   

 

 

มีความยาวของกรดอะมิโน 403 เรซิดิวซ, โดย 

สีเขียว แสดงถึง Domain of unknow function (DUF4388)  

 

3. PCC7418_0226      

 
มีความยาวของกรดอะมิโน 123 เรซิดิวซ, โดย 

สีเขียว แสดงถึง response regulator receiver domain  

 

4. PCC7418_0392     

 

 

มีความยาวของกรดอะมิโน 233 เรซิดิวซ, โดย 

สีเขียว แสดงถึง response regulator receiver domain  

สีแดง แสดงถึง c-terminal transcriptional regulatory protein  
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5. PCC7418_0469    

 

 

มีความยาวของกรดอะมิโน 453 เรซิดิวซ, โดย 

สีฟ°า แสดงถึง low complexity region  

สีเขียว แสดงถึง response regulator receiver domain 

 

6. PCC7418_0612   

 

 

มีความยาวของกรดอะมิโน 453 เรซิดิวซ, โดย 

สีเขียว แสดงถึง response regulator receiver domain 

สีฟ°า แสดงถึง low complexity region 

สีแดง แสดงถึง bacterial regulatory protein, luxR family  

สีเทา แสดงถึง low complexity region 

 

7. PCC7418_0618   

 

 

มีความยาวของกรดอะมิโน 419 เรซิดิวซ, โดย 

สีเขียว แสดงถึง response regulator receiver domain 

สีฟ°า แสดงถึง low complexity region 

 

8. PCC7418_0623 

มีความยาวของกรดอะมิโน 450 เรซิดิวซ,  

แตKไมKปรากฏ domain architectures ใน Pfam (http://pfam.xfam.org) 

 

9. PCC7418_0892   

 

 

มีความยาวของกรดอะมิโน 184 เรซิดิวซ, 

สีเขียว แสดงถึง response regulator receiver domain 

สีฟ°า แสดงถึง low complexity region     
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10. PCC7418_1006       

 

 

มีความยาวของกรดอะมิโน 380 เรซิดิวซ, 

สีฟ°า แสดงถึง low complexity region  

สีเขียว แสดงถึง response regulator receiver domain 

    

11. PCC7418_1046     

 

 

มีความยาวของกรดอะมิโน 227 เรซิดิวซ, โดย 

สีเขียว แสดงถึง response regulator receiver domain  

สีแดง แสดงถึง c-terminal transcriptional regulatory protein  

 

12. PCC7418_1070  

 

 

มีความยาวของกรดอะมิโน 275 เรซิดิวซ, โดย 

สีส[ม แสดงถึง sig_p 

สีเขียว แสดงถึง KaiA c-terminal domain   

 

13. PCC7418_1116   

 

 

มีความยาวของกรดอะมิโน 245 เรซิดิวซ, โดย 

สีเขียว แสดงถึง response regulator receiver domain  

สีแดง แสดงถึง c-terminal transcriptional regulatory protein  
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14. PCC7418_1120       

  

 

มีความยาวของกรดอะมิโน 384 เรซิดิวซ, 

สีฟ°า แสดงถึง low complexity region  

สีเขียว แสดงถึง response regulator receiver domain 

 

15. PCC7418_1121     

 

 

มีความยาวของกรดอะมิโน 123 เรซิดิวซ, 

สีเขียว แสดงถึง response regulator receiver domain 

 

16. PCC7418_1355   

 

 

มีความยาวของกรดอะมิโน 220 เรซิดิวซ, โดย 

สีเขียว แสดงถึง response regulator receiver domain  

สีแดง แสดงถึง bacterial regulatory protein, luxR family 

 

17. PCC7418_1501        

 

 

มีความยาวของกรดอะมิโน 430 เรซิดิวซ, โดย 

สีเขียว แสดงถึง response regulator receiver domain  
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