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ยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. CU-A1 (ISOLATION AND CHARACTERI 
ZATION OF GENES INVOLVED IN ACENAPHTHYLENE DEGRADATIVE UPPER 
PATHWAY IN Rhizobium sp. CU-A1). อ. ที่ปรึกษา : ผศ.ดร. กอบชัย ภัทรกุลวณิชย;  
142 หนา.  ISBN 974-17-4470-6. 
 
ไดแยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนจาก Rhizobium sp. CU-A1 โดย    

ใชเทคนิคเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันกับจีโนมิกดีเอ็นเอดวยดีเอ็นเอติดตามซึ่งสรางขึ้นจากขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณปลาย 5’ และ 3’ ของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดของพลาสมิด pWT   โคลนชิน้
ดีเอ็นเอที่ใหผลบวกเขาในพลาสมิดเวกเตอรและหาลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอด  
สามารถหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณเหนือข้ึนไปจากชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดของพลาสมิด pWT ได
รวม 3535 bp ซึ่งประกอบดวยกรอบอานรหัสเปด (ORFs) จํานวน 3 แหง ซึ่งมีทิศทางการถอดรหัส     
ไปทางเดียวกันตามลําดับดังตอไปนี้  ORF1 (acnN) ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับ 4,5-ไดไฮ  
ดรอกซีพธาเลทดีคารบอกซิเลสของ Burkholderia sp. RP007 เทากับ  36%  ORF2 (acnM) 
ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับ ซิส-4,5-ไดไฮดรอกซีพธาเลทดีไฮโดรจีเนสของ Pseudomonas 
putida เทากับ 45% และORF3 (acnL) ลําดบักรดอะมิโนมีความเหมือนกับเฟอรรีดอกซินรีดักเทส
ของ Rhizobium leguminosarum bv. viciae เทากับ 36%   นอกจากนี้ยังหาลําดับนิวคลีโอไทด
บริเวณถัดลงไปจากชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดของพลาสมิด pWT จํานวน 711 bp   พบกรอบอานรหัส
เปดจํานวน 1 แหง ซึ่งมีทิศทางการถอดรหัสทางเดียวกับ ORF1-3 คือ ORF7 (acnO) ซึ่งลําดับกรด
อะมิ โนมี ค วาม เหมื อนกั บ  short-chain alcohol dehydrogenase ของ  Novosphingobium 
aromaticivorans เทากับ 56%   พบบริเวณที่คาดวาเปนโปรโมเตอรเหนือ ORF1 และบริเวณจับ
เกาะของไรโบโซมหนากรอบอานรหัสเปดทุกกรอบ   ขอมูลดังกลาวแสดงใหเห็นวายีนทีแ่ยกไดทัง้ 4 
ยีนนาจะเกี่ยวของกับวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนของ Rhizobium sp. CU-A1  
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 Genes involving acenaphthylene degradation were isolated from Rhizobium sp. 
CU-A1 by Southern hybridization of genomicDNA with DNA-probes designed based on 
nucleotide sequences of the insert DNA fragment of pWT. DNA fragments with positive 
signals were cloned into plasmid vectors and the insert DNA sequence was determined. 
Total 3535 bp nucleotides upstream from 5’ end of the pWT insert revealed 3 open 
reading frames (ORFs) with same orientation; ORF1 (acnN) shows 36% homology to 4,5-
dihydroxyphthalate decarboxylase of Burkholderia cepacia DBO1; ORF2 (acnM) shows 
45% homology to cis-4,5-dihydroxyphthalate dehydrogenase of Pseudomonas putida 
and ORF3 (acnL) shows 36% homology to putative ferredoxin reductase of Rhizobium 
leguminosarum bv. viciae. Moreover, the nucleotide sequence of 711 bp downstream of 
3’ end of the pWT insert fragment was subsequently determined which revealed ORF7 in 
the same orientation with ORF1-3. ORF7 (acnO) shows 56% homology to short-chain 
alcohol dehydrogenase of Novosphingobium aromaticivoran. The putative promoter 
located upstream to ORF1 along with putative ribosome binding site of each ORF. This 
results suggest that this four isolated genes may involve in acenaphthylene  degradation 
pathway of Rhizobium sp. CU-A1. 
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บทที่  1 
 

บทนํา 
 

สารพอลิ ไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน  (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, 
PAHs) เปนสารประกอบอินทรียชนิดหนึ่งที่มีโครงสรางโมเลกุลประกอบดวยวงเบนซีนตั้งแต 2 วง
ข้ึนไปมาเชื่อมตอกันเปนเสนตรง (linear) เปนมุมงอ (angular) หรือเปนกลุม (cluster) 

 อะซีแนพธิลีนเปนสารประกอบอินทรียในกลุมสารพอลิไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคารบอน 
(Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, PAHs) ที่มีโครงสรางโมเลกุลประกอบดวยวงเบนซีน 2 วง  
และวงไซโคลเพนทีน 1 วงเชื่อมตอกันเปนกลุม  ดังแสดงในรูปที่ 1.1  

 
 
    
 

รูปที่ 1.1 โครงสรางโมเลกุลของอะซีแนพธิลีน 
อะซีแนพธิลีนเปนสารประกอบที่พบในน้ํามันดิบ  น้ํามันดําจากถานหิน (coal tar) และ

สวนใหญเกิดจากการเผาไหมของเชื้อเพลิงฟอสซิล (Neurath, 1972; Alexander และคณะ, 1985; 
Volkering และคณะ, 1992)  การใชและทิ้งผลิตภัณฑปโตรเลียม  การรั่วไหลหรือน้ําทิ้งของระบบ
อุตสาหกรรมดังกลาว  หรือเกิดจากแหลงธรรมชาติ เชน  การเผาไหมของปาและทุงหญา 
(LaFlamme และ Hites, 1978) และพบในอุตสาหกรรมผลิตภัณฑถนอมและรักษาเนื้อไม (Wilson 
และ Jones, 1993) ซึ่งกระจายเขาสูสิ่งแวดลอมทั้งทางอากาศ พื้นดินและแหลงน้ํา (Mattox และ 
Humenick, 1980)   PAHs กอใหเกิดอันตรายรายแรงตอมนุษยเนื่องจากบางชนิดมีสมบัติเปนสาร
กอมะเร็ง (carcinogen) และสารที่กอใหเกิดการกลายพันธุ (mutagen) (Keith และ Telliard, 
1979)   อะซีแนพธิลีนมีความเปนพิษ (toxicity) ตอสัตวน้ํา (Lederer, 1985) ในการทําใหเกิดพิษ
เฉียบพลัน  สวนความเปนพิษในมนุษยยังไมมีขอมูลเพียงพอ  แตอาจทําใหเกิดการระคายเคืองตอ
ผิวหนังและระบบหายใจ (Lederer, 1985)   นอกจากนี้สารอนุพันธบางตัวของอะซีแนพธิลีน
สามารถกอใหเกิดมะเร็งและการกลายพันธุได (LaVoie และ Rice, 1988) 
    การบําบัดทางชีวภาพ (bioremediation) เปนวิธีที่มีประสิทธิภาพในการบําบัด PAHs  
โดยใชประโยชนจากความสามารถของจุลินทรียมายอยสลายสารพิษใหมีความเปนพิษลดลงหรือ
หมดไป (Mueller และ คณะ, 1989)  ในปจจุบันมักจะใชวิธีการบําบัดทางชีวภาพแทนวิธีการ
ดั้งเดิม เชน การบําบัดดวยวิธีทางเคมี หรือ การเผา (incineration) เปนตน (Cockson, 1995) 
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เนื่องจากมีความปลอดภัยตอส่ิงแวดลอมและคาใชจายต่ําจึงมีงานวิจัยที่เกี่ยวของกับการบําบัด
ตะกอนและดินที่มีการปนเปอน PAHs ดวยวิธีทางชีวภาพอยางแพรหลาย (Sims และคณะ, 1990)  
และพบจุลินทรียที่สามารถใช PAHs เปนแหลงคารบอนและพลังงานในการเจริญเติบโตทั้ง      
สายพันธุเดี่ยวหรือกลุมประชากรจุลินทรียมากขึ้น  โดยจากการศึกษาพบวาจุลินทรียสามารถทําให
ความเปนพิษของ PAHs หมดไปเนื่องจากการยอยสลายอยางสมบูรณ (mineralization) หรือการ
ลดพิษลงบางสวนเนื่องจากการเปลี่ยน PAHs ใหเปนสารอื่น (transformation) (Gibson และ 
Subramanian, 1984; Cerniglia, 1992)  
 รายงานวิถีการยอยสลาย PAHs ชนิดตางๆที่พบไดแก  วิถีการยอยสลายแนพธาลีนโดย 
Pseudomonas putida  สายพันธุ  G7 และ  Pseudomonas putida  สายพันธุ  NCIB 9816-4 
(Ensley และคณะ, 1982; Ensley และ Gibson, 1983; Yen และ Serdar, 1988) ซึ่งเปนวิถีการ
ยอยสลายที่มีการศึกษาคอนขางสมบูรณมากที่สุดและเปนตนแบบในการศึกษาวิถีการยอยสลาย 
PAHs ชนิดอื่นๆ  วิถีการยอยสลายฟแนนทรีนโดย Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 (Iwabuchi 
และ  Harayama, 1997) วิ ถี ก า รย อ ยสลายแอนท ราซี น โดย  Pseudomonas aeruginosa 
(Sutherland และคณะ, 1995) และ Sphingomonas  yanoikuyae สายพันธุ B1 (Kim และคณะ, 
1997) วิถีการยอยสลายฟลูออรีนโดย  Arthrobacter sp. สายพันธุ F101 (Merce และคณะ, 
1997) วิถีการยอยสลายฟลูออแรนทรีนโดย Mycobacterium sp. สายพันธุ PYR-1 (Kelley และ
คณะ, 1993) วิถีการยอยสลายไพรีนโดย Mycobacterium sp. สายพันธุ PYR-1 (Khan และคณะ, 
2001) เปนตน   

การยอยสลายอะซีแนพธิลีนมีการศึกษามาเปนเวลานานแตรายงานสวนใหญมักรายงาน
ถึงการยอยสลายอะซีแนพธิลีนแบบโคออกซิเดชัน  เชน  การยอยสลายอะซีแนพธิลีนแบบ             
โคออกซิเดชันกับอะซีแนพธีนโดยมีไบฟนิลเปนตัวเหนี่ยวนําของ Beijerinckia sp. สายพันธุ B1 
พบวาเกิดการเรงปฏิกิ ริยาของไดออกซิจี เนสได เปนซิส-1,2-อะซีแนพธีนไดออล  (cis-1,2-
acenaphthenediol) 1,2-ได ไฮดรอกซีอะซี แนพธิลี น  (1,2-dihydroxyacenaphthylene) และ      
อะซีแนพธีนควิโนน (acenaphthenequinone) ตามลําดับ   แตยังไมเกิดการแตกวงไซโคลเพนทีน 
ของอะซีแนพธิลีนเพื่อใชอะซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานได (Schocken และ 
Gibson, 1984)   การยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยแบคทีเรียเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและแหลง
พลั งงานยังพบไมมากนักมี เพี ยงรายงานของ  Komatsu และคณะ  (1993) ที่ รายงานวา  
Pseudomonas sp. สายพันธุ A4  สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนและพลัง
งานไดและพบกรด 1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก (1,8-naphthalene dicarboxylic acid) เปน
สารมัธยันตที่สะสมในน้ําเลี้ยงเชื้อ    Selifonov และคณะ (1996) ไดทําการวิเคราะหสารมัธยันตที่
สะสมในน้ําเลี้ยงเชื้อของสายพันธุลูกผสมของ Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1 
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(pRE695) ที่ไดรับยีนประมวลรหัสไดออกซิจีเนสจากพลาสมิด NAH7  เพื่อทํานายวิถีการยอย 
สลายอะซีแนพธิลีน  พบวาขั้นแรกของปฏิกิริยาอะซีแนพธิลีนจะถูกออกซิไดซดวยไดออกซิจีเนส
เหมือนกับที่เคยพบในแบคทีเรียสวนใหญไดเปน ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออล ซึ่งจะถูกเปลี่ยนตอ
ไปเปน 1,2-ไดไฮดรอกซีอะซีแนพธิลีน และ 1-ไฮดรอกซี-2-คีโตอะซีแนพธีน  สารมัธยันตทั้งสอง
ชนิดจะถูกออกซิไดซตอไปเปน อะซีแนพโธ-1,2-ควิโนน และกรด 1,8-แนพธาลีนไดคารบอกซิลิก 
ตามลําดับ   จนถึงปจจุบันยังไมมีรายงานการยอยสลายอะซีแนพธิลีนที่สมบูรณโดยจุลินทรียรวม
ทั้งยังไมมีรายงานถึงการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium และยีนที่เกี่ยวของกับการยอย
สลายอะซีแนพธิลีน   

ศรัลยา แพงไตร (2543) ไดคัดแยก Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่มีความสามารถ
ในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานจากแหลงดินที่ปน
เปอนน้ํามันเครื่องในเขตกรุงเทพมหานคร   นอกจากนี้ยังพบวาสายพันธุดังกลาวสามารถยอย
สลายฟแนนทรีน ฟลูออรีน และอะซีแนพธีนรวมกับอะซีแนพธิลีนดวย   เพื่อศึกษาวิถีการยอย    
สลายอะซีแนพธิลีนและยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนของสายพันธุนี้   ธัญนุช  
เกรียงไกรพิพัฒน (2544) จึงไดทําการกลายพันธุ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยทรานสโป
ซอน Tn5 จนไดสายพันธุกลายตางๆ ที่มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน   ทิพวรรณ 
ลอรัตนไชยยงค (2545) ไดนําสายพันธุกลาย E11 มาหายีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซแีนพธิ
ลีนดวยเทคนิคเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันโดยมีทรานสโปซอน Tn5 เปนตัวติดตาม   จากนั้นสราง    
ดีเอ็นเอติดตามจากยีนขางเคียง Tn5   เมื่อนําไปติดตามใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 พบ
ยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีน คือ acnE  มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับไฮดราเทส-
อัลโดเลส ที่ประมวลรหัสโดย phnE ของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 38% และ acnK  มี
ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับ 2-คารบอกซีเบนซัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส ที่ประมวลรหัสโดย 
phdK ของ Nocardioides  sp. สายพันธุ KP7 46% สอดแทรกอยูในพลาสมิด pWT  

   นอกจากนี้งานวิจัยดังกลาวยังพบวามี 2 ORF ที่ยังไมไดหาลําดับนิวคลีโอไทดอยาง
สมบูรณ  คือ ORF1 ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (ferredoxin 
reductase) ที่ประมวลรหัสโดย mocF ของ Rhizobium leguminosarum bv. viciae (Bahar และ
คณะ, 1998) ซึ่งอาจเกี่ยวของกับไดออกซิจีเนสซึ่งเปนเอนไซมเร่ิมตนในปฏิกิริยาการยอยสลายสาร
ประกอบ PAHs ชนิดตางๆ (Cerniglia, 1992) และ ORF5 ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับ 
short-chain dehydrogenase ที่ประมวลรหัสโดย yigI ของ Pseudomonas aeruginosa สาย
พันธุ PA01 (Stover และคณะ, 2000) ซึ่ง short-chain dehydrogenase อาจเปนเอนไซมหนึ่งที่
เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs (Denome และคณะ, 1993)  ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุ
ประสงคที่จะหาลําดับนิวคลีโอไทดที่เหนือขึ้นไปจาก ORF1 หรือถัดลงมาจาก ORF5 โดยอาศัย  
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ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่ทราบแลวเปนตัวติดตามยีนอ่ืนๆที่อยูขางเคียงดวยเทคนิคเซาท
เธอรนไฮบริไดเซชันกับดีเอ็นเอติดตามที่สรางขึ้นในการทดลองนี้ 
 
วัตถุประสงค 

 

เพื่อแยกและศึกษาลักษณะของยีนที่เกี่ยวของกับวิถีบนของการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 

 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

 
ทราบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่เกี่ยวของกับวิถีบนของการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน 

Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  เพื่อประโยชนในการทํานายวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและ
ปรับปรุงสายพันธุของแบคทีเรียดวยวิธีทางพันธุศาสตรไดตอไปในอนาคต 

 



บทที่  2 
 

วารสารปริทัศน 
 

 การบําบัดทางชีวภาพ (bioremediation) เปนวิธีที่ใชจุลินทรียบําบัดสารพิษใหความเปน
พิษลดลงหรือหมดไปจากสิ่งแวดลอม  ความเขาใจเกี่ยวกับชีวเคมีและพันธุศาสตรของจุลินทรียที่มี
ความสามารถในการยอยสลาย PAHs มีความจําเปนตอการวิจัยเพื่อใหไดกระบวนการบําบัดที่มี
ประสิทธิภาพสูง  สําหรับกระบวนการยอยสลาย PAHs นั้นเกิดขึ้นไดทั้งในสภาวะที่มีอากาศ 
(aerobic) และไรอากาศ (anaerobic) แตเนื่องจากกระบวนการยอยสลายในสภาวะไรอากาศเกิด
ขึ้นไดชา (Harayama, 1997) รายงานสวนใหญจึงมุงศึกษากระบวนการยอยสลายในสภาวะที่มี
อากาศ (Cerniglia, 1992) 
 กระบวนการยอยสลาย PAHs ในสภาวะที่มีอากาศของแบคทีเรียโดยทั่วไปยอยสลาย 
ผานการเรงปฏิกิริยาโดยระบบเอนไซมไดออกซิจีเนส (multi-component dioxygenase) ซึ่งทํา
หนาที่เติมออกซิเจน 2 อะตอมใหกับวงอะโรมาติกที่ตําแหนงพันธะคูไดผลิตภัณฑเปน ซิส-ไดไฮโดร
ไดออล (cis-dihydrodiol)  จากนั้นเรงปฏิกิริยาตอโดย ซิส-ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส ไดเปน
สารอนุพันธประเภทไดไฮดรอกซิล  ซึ่งสารมัธยันตตางๆจะถูกยอยสลายตอโดยไดออกซจิีเนสผาน
ทาง ortho-clevage pathway หรือ meta-clevage pathway และเขาสูวัฏจักรของกรดไตรคาร
บอกซิลิก (TCA cycle) ตอไป (Cerniglia,1992; Habe และ Omori, 2003)  

 
รูปที่ 2.1   วิถีการยอยสลาย PAHs ทั่วไปโดยแบคทีเรีย (Cerniglia, 1992) 
            
 การยอยสลาย PAHs ที่มีน้ําหนักโมเลกุลตํ่าเกิดไดงายกวากลุมที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูง 
(Bouchez และคณะ, 1995) การศึกษากลไกตางๆที่เกี่ยวของกับกระบวนการยอยสลาย PAHs  
ในระดับพันธุศาสตรจึงมีความสําคัญตอการนําไปใชเปนขอมูลในการทํานายวิถีการยอยสลาย 
PAHs ชนดิตางๆ รวมทั้งสามารถนําขอมูลที่ไดมาปรับปรุงสายพันธุของจุลินทรียใหมีประสิทธิภาพ
เพื่อใชในการบําบัด PAHs ออกจากสิ่งแวดลอม 
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2.1 กระบวนการยอยสลาย PAHs โดยวิธีทางชีวภาพและยีนที่เกี่ยวของ 
2.1.1 การยอยสลายแนพธาลีน 
 แนพธาลีนเปนสารที่มีโครงสรางงาย  โมเลกุลประกอบดวยวงเบนซีน 2 วง มาเชื่อมตอกัน
จึงมักใชเปนตัวแทนหรือตนแบบในการศึกษาวิถีการยอยสลายรวมทั้งยีนที่เกี่ยวของในวิถีการยอย
สลาย PAHs ชนิดอื่น   จากรายงานเริ่มแรกของ Davies และ Evans (1964) ที่กลาวถึงการยอย
สลายแนพธาลีนโดย Pseudomonads และรายงานของ Yen และ Serdar (1988) ที่รายงานวา 
Pseudomonas putida สายพันธุ G7 มีความสามารถในการยอยสลายแนพธาลีน  จึงทําใหมีการ
ศึกษาวิถีการยอยสลายแนพธาลีนรวมทั้งยีนที่เกี่ยวของกับวิถีการยอยสลายแนพธาลีนโดย 
Pseudomonas putida (Eaton และ Chapman, 1992) เพื่อเปนตนแบบในการศึกษาการยอย
สลาย PAHs ดวยจุลนิทรียอ่ืนอยางกวางขวาง   

Yen และ Gunsalus (1982) รายงานวา P. putida สายพันธุ G7 มีพลาสมิด NAH7 ซึ่งมี
ยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีน  การจัดเรียงตัวของยีนในพลาสมิด NAH7 นี้แบง    
ออกเปน 2 โอเปอรอน (operon) คือ โอเปอรอน nah ประกอบดวย nahABFCED ประมวลรหัส
เอนไซมในสวนวิถีบน (upper pathway) ทําหนาที่ในการยอยแนพธาลีนไปเปนซาลิไซเลท และ   
โอเปอรอน  sal ประกอบดวย  nahGHINLJK ที่ประมวลรหัสเอนไซมในสวนวิถีลาง (lower 
pathway) ทําหนาที่ในการยอยซาลิไซเลทผานทางคะทีคอลและยอยสลายตอจนกระทั่งไดเปน  
ไพรูเวทและอะซีทัลดีไฮด ดังแสดงในรูปที่ 2.2  โดยมีระบบยีนควบคุม (regulatory genes)  คือ 
nahR ที่ควบคุมการทํางานของ 2 โอเปอรอน ซึ่งตองการตัวเหนี่ยวนํา (inducer) ไดแก ซาลิไซเลท
และผลิตภัณฑจากยีนควบคุม nahR (Yen และ Gunsalus, 1982; Schell, 1983)  
 

 
 
รูปที่ 2.2 การจัดเรียงตัวของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนและระบบควบคุม
การทํางานของยีน (Yen และ Gunsalus, 1982) 
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วิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีนของแบคทีเรียโดยทั่วไปมักคลายกับการยอยสลาย
แนพธาลีนไปเปนกรดซาลิไซลิกโดย  P. putida สายพันธุ  G7 (Yen และ  Gunsalus, 1982)         
ดังแสดงในรูปที่  2.4  Kim และคณะ  (1997) รายงานวาวิถีการยอยสลายแนพธาลีนโดย 
Sphingomonas yanoikuyae สายพันธุ B1 มีความคลายคลึงกับการยอยสลายแนพธาลีนไปเปน
กรดซาลิไซลิกโดย P. putida สายพันธุ G7  

แนพธาลีนจะถูกเติมออกซิเจน 2 อะตอมกลายเปน ซิส-1,2-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออล 
(cis-1,2-naphthalene dihydrodiol) โดยแนพธาลีนไดออกซิจีเนสซึ่งเปนเอนไซมที่สําคัญในขั้น
แรกของปฏิกิริยาการยอยสลายแนพธาลีนและจัดเปนเอนไซมตนแบบของไดออกซิจีเนสใน PAHs 
ชนิดอื่นๆอีกดวย  แนพธาลีนไดออกซิจีเนสประกอบดวยระบบการทํางานของเอนไซมหลายชนิด
รวมกัน  (multicomponent enzyme system) ได แก    ferredoxin reductase  ferredoxin  และ 
terminal oxidase หรือ Iron Sulfur Protein (ISP) ที่ประกอบดวยหนวยยอย 2 หนวย คือ large 
subunit (α2)  และ  small subunit (β2)  โดยพบวา  P. putida สายพันธุ  G7 และ  P. putida    
สายพันธุ NCIB 9816-4 มียีนที่ประมวลรหัสแนพธาลีนไดออกซิจีเนสอยูรวมกันเปนกลุม (cluster) 
ไดแก nahAa nahAb nahAc และ nahAd ที่ประมวลรหัส  ferredoxin reductase  ferredoxin  
ISP large subunit (α2)  และ ISP small subunit (β2) ตามลําดับ (Yen และ Serdar, 1988) 

การเรงปฏิกิริยาของแนพธาลีนไดออกซิจีเนสเริ่มจากการสงผานของอีเลคตรอนจาก 
NADH หรือ NADPH ไปยัง ferredoxin  reductase   จากนั้นสงตอไปยัง ferredoxin และ ISP 
ตามลําดับ  สุดทาย ISP จะเปนสวนที่เรงปฏิกิริยาโดยตรงดวยการเติมออกซิเจน 2 อะตอมเขาสู  
วงเบนซีนของแนพธาลีนเกิดผลิตภัณฑ ซิส-1,2-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออล (Ensley และคณะ , 
1982; Ensley และ Gibson ,1983) ดังแสดงในรูปที่ 2.3   

 
 

รูปที่ 2.3 การเรงปฏิกิริยาของแนพธาลีนไดออกซิจีเนส (Yen และ Serdar, 1988)  
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ซิส-1,2-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออลจะถูกเรงปฏิกิริยาโดยแนพธาลีนไดไฮโดรไดออล         
ดีไฮโดรจีเนส (naphthalene dihydrodiol dehydrogenase) เพื่อเปล่ียนไปเปน 1,2-ไดไฮดรอกซี
แนพธาลีน (1,2-dihydroxynaphthalene) และถูกออกซิไดซโดยไดไฮดรอกซีแนพธาลีนไดออกซิจี
เนส (dihydroxynaphthalene dioxygenase) ไปเปนกรด 2-ไฮดรอกซีโครมีน-2-คารบอกซิลิก (2-
hydroxychromene-2-carboxylic acid: HCCA) และถูกเปลี่ยนเปน กรด ทรานส-o-ไฮดรอกซีเบน
ซิลิดีนไพรูวิก (trans-o-hydroxybenzylidenepyruvic acid: tHBPA) จากการเรงปฏิกิ ริยาโดย 
HCCAไอโซเมอเรส (HCCA isomerase)  จากนั้นเปลี่ยนเปนซาลิไซรัลดีไฮด (salicylaldehyde) 
และกรดซาลิไซลิก  (salicylic acid) โดยการเรงปฏิกิ ริยาของไฮดราเทส-อัลโดเลส  (tHBPA 
hydratase-aldolase) และซาลิไซรัลดี ไฮดดี ไฮโดรจี เนส  (salicylaldehyde dehydrogenase)  
ตามลําดับ (Eaton และ Chapman, 1992) 

 
นอกจากนี้แนพธาลีนยังอาจยอยสลายโดยผานทางวิถีอ่ืนที่ไมใชกรดซาลิไซลิก เชน 

Mycobacterium sp. สามารถยอยสลายแนพธาลีนไดทั้ งแบบโมโนออกซิจี เนชัน  (mono 
oxygenation) และไดออกซิจีเนชัน (dioxygenation) ไดสารมัธยันต ทรานส-1,2-แนพธาลีนได
ไฮโดรไดออล (trans-1,2 naphthalene  dihydrodiol) และ ซิส-1,2-แนพธาลีนไดไฮโดรไดออล 
(cis-1,2-naphthalene  dihydrodiol) ตามลําดับ (Kelly และคณะ,1990)  

 
Annweiler แ ล ะ คณ ะ  (2000) ร า ย ง า น ว า  Bacillus thermoleovorans ส า ย พั น ธุ 

Humburg 2  สามารถยอยสลายแนพธาลีนไดทั้งแบบโมโนออกซิจีเนชัน (monooxygenation) 
และไดออกซิจีเนชัน (dioxygenation)   แบคทีเรียสายพันธุนี้นอกจากจะสามารถยอยสลายแนพธา
ลีนแบบไดออกซิจีเนชัน (dioxygenation) ผานกรดซาลิไซลิกเชนเดียวกับ P. putida สายพันธุ G7 
แลวยังสามารถยอยสลายแนพธาลีนในวิถีอ่ืนที่ตางออกไปไดอีกโดยรายงานพบวา Bacillus 
thermoleovorans สายพันธุ Humburg 2 สามารถยอยสลายแนพธาลีนผาน 2,3-ไดไฮดรอกซีแนพ
ธาลีน  (2,3-dihydroxynaphthalene) กรด  2-คารบอกซีซินนามิก  (2-carboxycinnamic acid) 
กรดพธาลิก (phthalic acid) และกรดเบนโซอิก (benzoic acid) ตามลําดับ (แสดงดังรูปที่ 2.4) 
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รูปที่ 2.4 วิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีนโดยแบคทีเรีย 1) Pseudomonads (Davies 
และ Evans, 1964; Yen และ Gunsalus, 1982) 2) Mycobacterium sp. (Kelley และคณะ, 
1990) 3) Bacillus  thermoleovorans สายพันธุ Humberg 2 (Annweiler และคณะ, 2000)  
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วิถีลางของการยอยสลายแนพธาลีนโดยจุลินทรียสวนใหญมักจะเปลี่ยนกรดซาลิไซลิก    
ไปเปนคะทีคอล  (catechol) โดยการเรงปฏิกิ ริยาของซาลิไซเลทไฮดรอกซี เลส  (salicylate  
hydroxylase) เพื่ อแตกวงเบนซีนผาน  meta cleavage pathway   กรดซาลิ ไซลิกจะถูกเรง 
ปฏิกิริยาตอโดย คะทีคอล-2,3-ไดออกซีจีเนส (catechol-2,3-dioxygenase) ไดเปน 2-ไฮดรอกซี
มิวโคนิคเซมิอัลดีไฮด (2-hydroxymuconic semialdehyde) และถูกเรงปฏิกิริยาตอโดยไฮดรอกซี
มิวโคนิกเซมิอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (hydroxymuconic semialdehyde dehydrogenase) 4-ออก
ซาโลโครโตเนทไอโซเมอรเรส (4-oxalocrotonate isomerase) 4-ออกซาโลโครโตเนทดีคารบอกซิ
เลส(4-oxalocrotonate decarboxylase) ไดเปนกรด 2-ไฮดรอกซีมิวโคนิก (2-hydroxymuconic 
acid) กรด 4-ออกซาโลโครโตนิก (oxalocrotonic acid) และกรด 2-ออกโซ-4-เพนทีโนอิก (2-oxo-
4-pentenoic acid) ตามลําดับ หรือ 2-ไฮดรอกซีมิวโคนิคเซมิอัลดีไฮดอาจจะถูกเรงปฏิกริยาตอ
โดยไฮดรอกซีมิวโครนิกเซมิอัลดีไฮดไฮโดรเลส (hydroxymuconic semialdehydehydrolase) ได
เปน 2-ออกโซ-4-เพนทีโนเอท (2-oxo-4-pentenoate) จากนั้นถูกเรงปฏิกริยาตอโดย 2-ออกโซ
เพนท-4-อีโนเอทไฮดราเทส (2-oxopent-4-enoate hydratase) และ 2-ออกโซ-4-ไฮดรอกซีเพนทา
โนเอทอัลโดเลส (2-oxo-4-hydroxypentanoate aldolase) ไดเปนกรด 4-ไฮดรอกซี-2-ออกโซวาลี
ริก (4-hydroxy-2-oxovaleric acid) และอะซีทัลดีไฮด (acetaldehyde) ตามลําดับ   อะซีทัลดีไฮด
จะถูกเปลี่ยนเปนอะซีทิลโคเอ (acetyl CoA) โดยอะซีทัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (acetaldehyde 
dehydrogenase) และเขาสูวัฏจักรของกรดไตรคารบอกซิลิกตอไป (Yen และ Gunsalus, 1982)  

นอกจากนี้คะทีคอลยังอาจแตกวงเบนซีนโดยผาน ortho clevage pathway และเขาสูวิถ ี

β-คีโตแอดิเพธ (β-ketoadipate pathway) จนกระทั่งไดผลิตภัณฑสุดทายเปน  ซัคซินิลโคเอ 
(succinyl CoA) และอะซิทิลโคเอ (acetyl CoA) โดยใชเอนไซมเรงปฏิกิริยาและเกิดสารมัธยันต
ตางๆดังแสดงในรูปที่ 2.5 (Parke และ Ornston, 1986)    

กรดซาลิไซลิกยังอาจยอยสลายโดยผานทางกรดเจนทิสิก เชน วิถีลางของการยอยสลาย
แนพธาลีนโดย Pseudomonas  fluorescens (Starovoitov, 1975)  การยอยสลายกรดซาลิไซลิก
โดย  Pseudomonas sp. สายพันธุ TA-2 (Ohmoto และคณะ, 1991) Rhodococcus sp. สาย
พันธุ B4 (Grund และคณะ, 1992) และ Ralstonia sp. สายพันธุ U2 (Zhou และคณะ, 2001) 
เปนตน  กรดเจนทิสิกจะถูกออกซิไดซไปเปนมาเลอิลไพรูเวท (maleylpyruvate) โดยเจนทิเสท-1,2-
ไดออกซิจีเนส (gentisate-1,2-dioxygenase)  จากนั้นจะถูกเปลี่ยนเปนไพรูเวทและฟูมาเลท 
(Zhou และคณะ, 2001) ดังรูปที่ 2.5 
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รูปที่ 2.5 วิถีลางของการยอยสลายแนพธาลีนโดยแบคทีเรีย 1) Pseudomonads (Davies 
และ Evans, 1964; Yen และ Gunsalus, 1982) nahG: ซาลิไซเลทไฮดรอกซีเลส nahH:   
คะทีคอล-2,3-ไดออกซีจีเนส nahI: 2-ไฮดรอกซีมิวโคนิกเซมิอัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส nahJ: 
2-ไฮดรอกซีมิวโคเนทดีไฮโดรจีเนส nahK: 4-ออกซาโลโครโตเนทดีคารบอกซิเลส nahL:  
2-ออกโซเพนท-4-อีโนเอทไฮดราเทส nahM: 2-ออกโซ-4-ไฮดรอกซีเพนทาโนเอทอัลโดเรส 
nahN: 2-ไฮดรอกซีมิวโคนิกเซมิอัลดีไฮดไฮโดรเลส nahO: อะซีทัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส 2) 
Ralstonia sp. สายพันธุ U2 (Zhou และคณะ, 2001) nagGHAaAb: ซาลิไซเลท 5-ไฮดรอกซิ
เลส nagI: เจนทิเสท-1,2-ไดออกซิจีเนส nagL: มาเลอิลไพรูเวทไอโซเมอเรส nagK:        
ฟูมาริลไพรูเวทไฮโดรเลส 
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แบคทีเรียบางชนิดสามารถยอยสลายแนพธาลีนผานสารมัธยันตอ่ืนที่ไมใชกรดซาลิไซลิก
โดยยอยสลายแนพธาลีนผานกรดพธาลิกไดเปนกรดเบนโซอิก เชน Bacillus thermoleovorans 
สายพันธุ Humburge 2 (Annweiler และคณะ, 2000) ดังแสดงในรูปที่ 2.4    

การยอยสลายกรดเบนโซอิกซึ่งมีสมบัติเปนสารอะโรมาติกนั้น   พบวาแบคทีเรียบางชนิด 
เชน  Pseudomonas putida สายพันธุ PRS200 สามารถยอยสลายกรดเบนโซอิกเปนคะทีคอล   
จากนั้นคะทีคอลถูกยอยสลายผานวิถี β-คีโตแอดิเพธจนกระทั่งไดผลิตภัณฑเปน ซัคซินิลโคเอ 
(succinyl CoA) และอะซิทิลโคเอ (acetyl CoA) (Harwood และคณะ, 1994) (แสดงดังรูปที่ 2.6) 

 

 
 

รูปที่ 2.6 วิถีการยอยสลายกรดเบนโซอิก (Harwood และคณะ, 1994)     
 
การศึกษาวิถีการยอยสลาย PAHs ในระดับพันธุศาสตรนั้น  สวนใหญมักรายงานถึง 

Pseudomonas สายพันธุตางๆที่ยอยสลาย PAHs มวลโมเลกุลตํ่า เชน แนพธาลีนและฟแนนทรีน  
การจัดเรียงตัวของยีนที่เกี่ยวของและลําดับนิวคลีโอไทดของยีนคลายกับ nah ซึ่งประมวลรหัส
เอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนของ P. putida สายพันธุ G7 มากกวา 90% 
(Simon และคณะ, 1993) จึงเรียกยีนกลุมนี้วายีนกลุมคลาย nah (nah-like)  ตัวอยางยีนในกลุมนี้
ที่มีการศึกษาอยางมาก ไดแก ndo ประมวลรหัสแนพธาลีนไดออกซิจีเนสของ P. putida สายพันธุ 
NCIB9816 (Kurkela และคณะ, 1988) dox ประมวลรหัสเอนไซมที่เก่ียวของกับการยอยสลาย      
ไดเบนโซไทโอพีนและแนพธาลีนในวิถีบนของ Pseudomonas sp. สายพันธุ C18 (Denome และ
คณะ, 1993)  pah ประมวลรหัสเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนนทรีนและแนพธาลีน 
ของ P. aeruginosa สายพันธุ PaK1 (Takizawa และคณะ, 1999) และ P. putida สายพันธุ 
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OUS82 (Takizawa และคณะ, 1994) และ nah ประมวลรหัสเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย
แนพธาลีน ของ P. putida สายพันธุ NCIB9816-4 (Simon และคณะ, 1993) และ P. stutzeri 
สายพันธุ AN10 (Bosch และคณะ, 1999a) เปนตน  ตัวอยางการเรียงตัวของยีนกลุมคลาย nah 
ในวิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีน  แสดงดังรูปที่ 2.7 
 

 
 

รูปที่ 2.7  การเรียงตัวของยีนกลุมคลาย nah ในสวนวิถีบนของการยอยสลายแนพธาลีน 
ของ Pseudomonas สายพันธุตางๆไดแก P. putida สายพันธุ NCIB9816, P. putida สาย
พั น ธุ  G7, P. putida ส าย พั น ธุ  NCIB9816-4, Pseudomonas sp. ส ายพั น ธุ  C18, P. 
aeruginosa สายพันธุ PaK1, P. putida สายพันธุ OUS82 และ P. stutzeri สายพันธุ AN10 
ตามลําดับ (ดัดแปลงจาก Habe และ Omori, 2003) 

 
Kurkela และคณะ (1988) รายงานวาพลาสมิด pWW60-1 ของ P. putida สายพันธุ 

NCIB9816 มี ndo (ndoABC) ประมวลรหัสแนพธาลีนไดออกซิจีเนสในสวน เฟอรรีดอกซิน ISP 
large subunit และ small subunit  ตามลําดับและอยูรวมกันเปนกลุมซึ่งคลายกับ nahAbAcAd 
ของ P. putida สายพันธุ G7 และถึงแมจะขาดสวนที่ประมวลรหัสเปนเฟอรรีดอกซินรีดักเทส 
(nahAa) การเรงปฏิกิริยาของแนพธาลีนไดออกซิจีเนสก็ยังคงปกติแสดงวาอาจจะมีการทดแทน
การทํางานของเฟอรรีดอกซินรีดักเทสสวนที่ขาดหายไปในการสงผานของอีเลคตรอนจาก NADH 
หรือ NADPH ไปยังเฟอรรีดอกซินด วยเฟอรรีดอกซินรีดักเทสที่ไมจําเพาะภายในเซลลเจาบาน 
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Simon และคณะ (1993) รายงานวาพลาสมิด pDTG1 ของ P. putida สายพันธุ NCIB 
9816-4 มี nahAaAbAcAd ประมวลรหัสแนพธาลีนไดออกซิจีเนสอยูรวมกันเปนกลุมคลายกับ 
nahAaAbAcAd ของ P. putida สายพันธุ G7 และ ndoABC ของ P. putida สายพันธุ NCIB 
9816 และพบวาการเรงปฏิกิริยาของแนพธาลีนไดออกซิจีเนสยังคงปกติแมจะมีเพียง nahAcAd ที่
ประมวลรหัสแนพธาลนีไดออกซิจีเนสในสวน ISP large subunit และ small subunit  ตามลําดับ   

Denome และคณะ (1993) รายงานวาพลาสมิดของ Pseudomonas สายพันธุ C18 มี
dox ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายไดเบนโซไทโอพีนและแนพธาลีนในสวนวิถีบน  มีการจัดเรียงตัว
ของยีนเปนกลุมคลายกับ nah ของ P. putida สายพันธุ G7 คือ doxABDEFGHIJ และพบวา 
doxABD ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสยังมีความคลายกับ ndoABC ของ P. putida สายพันธุ 
NCIB9816 อีกดวย  

Takizawa และคณะ (1994) รายงานวา P. putida สายพันธุ OUS82  มี pah ที่ประมวล
รหัสเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนและฟแนนทรีน   มีการจัดเรียงตัวเปนกลุมอยู
บนโครโมโซม คือ pahABFCQED ซึ่งตางจาก nah ของ P. putida สายพันธุ G7 ที่อยูบนพลาสมิด 
NAH7 แต pahA ยังคงมีความคลายกับ nahA ของ P. putida สายพันธุ G7 และสายพันธุ NCIB 
9816-4 คอนขางมาก 

Bosch และคณะ  (1999a, 2000) รายงานวา  P. stutzeri สายพันธุ  AN10 มี  nah ซึ่ ง
ประมวลรหัสเปนเอนไซมที่เกี่ยวของในวิถีการยอยสลายแนพธาลีนจัดเรียงตัวเปนกลุมอยูบน
โครโมโซม  ประกอบดวย nahAaAbAcAdBFCED ในสวนวิถีบน และ nahGTHINLOMKJ ในสวน
วิถีลางซึ่งที่มีความคลายกับยีนบนพลาสมิด NAH7 และ pWW60-1 ของ P. putida สายพันธุ G7 
และ P. putida สายพันธุ NCIB9816 ตามลําดับ 

นอกจากการศึกษายีนในกลุมคลาย nah แลวปจจุบันไดมีรายงานเกี่ยวกับยีนที่แตกตาง
จากยีนในกลุมคลาย nah เพิ่มข้ึน ไดแก  nag ประมวลรหัสเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย
แนพธาลีนผ านทางเจนทิ เสทของ  Ralstonia sp. สายพั นธุ  U2 (Zhou และคณ ะ , 2001)                         
phn ประมวลรหัสเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนและฟแนนทรีนในวิถีบนของ 
Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) phd ประมวลรหัสเอนไซม
ที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนนทรีนผานทางพธาเลทของ Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 
(Saito และคณะ, 2000) และ nid  ประมวลรหัสเอนไซมที่เกี่ยวของกับวิถีบนของการยอยสลาย
ไพรีนของ Mycobacterium sp. สายพันธุ PYR-1 (Khan และคณะ, 2001) ตามลําดับ  ตัวอยาง
การเรียงตัวของยีนในกลุมนี้แสดงดังรูปที่ 2.8 
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รูปที่ 2.8  กลุมยีนอื่นที่มีการเรียงตัวไมเหมือนกลุมคลาย nah ไดแก nag phn phd และ 
nid ตามลําดับ เปรียบเทียบกับ nah ของ P. putida สายพันธุ G7 (ดัดแปลงจาก Habe 
และ Omori, 2003) 
 

  Romine และคณะ  (1999) รายงานวา Sphingomonas aromaticivorans สายพันธุ 
F199 (ปจจุบันเปลี่ยนชื่อเปน Novosphingobium aromaticivorans สายพันธุ F199; Takeuchi 
และคณะ  2001) มีพลาสมิด  pNL1 ขนาด  184 กิโลเบส  ที่ เกี่ยวของกับการยอยสลายสาร           
อะโรมาติกหลายชนิด  โดยพบยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายไบฟนิล  แนพธาลีน  เมตา-ไซลีน  
พารา-ครีซอล กระจายอยูบนพลาสมิด  จากการระบุตําแหนงของยีนตางๆพบวายีนที่เกี่ยวของกับ
การยอยสลายแนพธาลีน ไดแก nahE nahD และ nahF มีการกระจายตัวอยูหางกันและถูกคั่น
ดวยยีนจากวิถีการยอยสลายสารอื่น  เมื่อเปรียบเทียบความเหมือนในระดับกรดอะมิโนของยีน   
ทั้ง 3 นี้กับกรดอะมิโนท่ีประมวลรหัสจากยีนในกลุมที่คลาย nah   พบวาเปอรเซ็นตความเหมือน
คอนขางต่ํา  แตเนื่องจากสายพันธุนี้สามารถยอยสลายแนพธาลีนเปนซาลิไซเลทได   แสดงวายีน
ในสวนวิถีบนที่ขาดหายไปนาจะเกิดจากการทดแทนการทํางานโดยยีนที่ประมวลรหัสสําหรับ
เอนไซมในวิถีการยอยสลายสารอื่น เชน วิถีการยอยสลายไบฟนิลที่สามารถเรงปฏิกิริยาไดกับ    
สับสเตรทอื่นๆที่มีโครงสรางคลายกัน  สวนในวิถีลางนั้นไมพบ nahG ที่จําเปนสําหรับการยอย
สลายแนพธาลีนผานทางคะทีคอล  แสดงวาการยอยสลายแนพธาลีนในสวนวิถีลางของสายพันธุนี้
อาจจะไมผานวิถีการยอยสลายคะทีคอล  หรืออาจจะมีการใชเอนไซมใหมที่เกี่ยวของกับวิถีการ
ยอยสลายคะทีคอล 

Laurie และ  Lloyd-Jones (1999) ราย งาน ว า  Burkholderia sp. สายพั น ธุ  RP007 
สามารถยอยสลายแนพธาลีนและฟแนนทรีนได  มี phn ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดและการจัดเรียงตัว
ของยีนที่แตกตางจากยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย PAHs ในกลุมคลาย nah   โดย phn มีการ
จัดเรียงตัวเปนกลุมดังนี้ phnFECDAcAdB  ในขณะที่ยีนในกลุมคลาย nah มีการจัดเรียงตัวเปน 
nahAaAbAcAdBFCQED ตามลําดับ   ยีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสของสายพันธุนี้มีเพียง 
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phnAcAd  ซึ่งประมวลรหัสสําหรับไดออกซิจีเนสในสวน ISP large subunit และ small subunit 
แตขาดยีนสวนที่ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินและเฟอรรีดอกซินรีดักเทส  นอกจากนี้ยังพบวา PhnB 
(ดีไฮโดรจีเนส) มีความคลายกับดีไฮโดรจีเนสในวิถีการยอยสลายไบฟนิลมากกวาวิถีการยอย
สลายแนพธาลีนหรือฟแนนทรีน  สวน PhnC จัดอยูใน ClassIII extradiol dioxygenase ซึ่งเปน
เอนไซมกลุมใหมและมียีนควบคุมเปน phnR และ phnS แทน nahR ของ P. putida สายพันธุ G7 

Saito และคณะ (2000) รายงานวา Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 มี phd ซึ่งประมวล
รหัสเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายฟแนนทรีนผานทางพธาเลท โดย phd ประกอบดวยยีน 2 
กลุม คือ กลุมแรกประกอบดวย phdEFABGHCD ประมวลรหัสเอนไซมที่ทําหนาที่ในการยอย
สลายฟแนนทรีนไปเปน 1-ไฮดรอกซี-2-แนพธาโนเอท (1-hydroxy-2-naphthoate) และ phdIJK 
ประมวลรหัสยีนที่ทําหนาที่ในการยอยสลาย 1-ไฮดรอกซี-2-แนพธาโนเอท  ไปเปนพธาเลท 
(phthalate) 

Khan และคณะ  (2001) รายงานวา  Mycobacterium sp. สายพันธุ  PYR-1 มีความ 
สามารถในการยอยสลายไพรีน  ฟลูออแรนทรีน  ฟแนนทรีน  แอนทราซีน  เบนโซ (เอ) ไพรีน  ม ีnid 
ที่มีลําดับนิวคลีโอไทดและการจัดเรียงตัวของยีนที่แตกตางจากยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย 
PAHs ในกลุมคลาย nah โดยมีการเรียงตัวเปน nidDBA ซึ่งยีนที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสของ
สายพันธุนี้มีเพียง nidBA ที่ประมวลรหัสไดออกซิจีเนสในสวน  ISP small subunit (β2) และ ISP 
large subunit (α2) ตามลําดับ  แตขาดยีนสวนที่ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินและเฟอรรีดอกซิน     
รีดักเทส  นอกจากนี้ยังพบวา nidBA มีความแตกตางจาก nah-like มากกวา 60% 

Zhou และคณะ (2001) รายงานวา Ralstonia sp. สายพันธุ U2  มี nag ซึ่งประมวลรหัส
เอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายแนพธาลีนผานทางเจนทิเสท  จัดเรียงตัวเปนกลุมอยูบน 
พลาสมิดโดย  nag ประกอบดวยยีน  2 กลุม  คือ  กลุมแรกประกอบดวย  nagAaGHAbAc 
AdBFCQED ซึ่งคลายกับยีนในสวนวิถีบนของพลาสมิด NAH7 ยกเวน nagGH ที่ประมวลรหัส
เปน ซาลิไซเลท-5-ไฮดรอกซิเลส และบริเวณถัดลงมาจาก nagD มียีนอีก 1 กลุมที่ประกอบดวย 
nagJIKLMN ซึ่งประมวลรหัสเปนเอนไซมที่เกี่ยวของในวิถีการยอยสลายเจนทิเสท  โดยคาดวายีน
ทั้งสองกลุมจะแปลรหัสรวมกัน (cotranscribe) เปนโอเปอรอน 
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2.1.2  การยอยสลายอะซีแนพธิลีน 

อะซีแนพธิลีนมีโครงสรางโมเลกุลซับซอนกวาแนพธาลีนโดยประกอบดวยวงเบนซีน 2 วง  
และวงไซโคลเพนทีน 1 วงเชื่อมตอกันเปนกลุม  การยอยสลายอะซีแนพธิลีนมีรายงานการศึกษา
มาเปนเวลานาน ทั้งในแบคทีเรีย รา และ สัตวเลี้ยงลูกดวยนม ซึ่งสวนมากจะเปนการยอยสลาย
แบบเปลี่ยนแปลงโครงสรางโมเลกุลใหเปนสารมัธยันตชนิดตางๆ (transformation) รายงานการ
ยอยสลายสารอะซีแนพธิลีนโดยแบคทีเรียเพื่อใชเปนแหลงคารบอนและพลังงานยังพบไมมากนัก 

  Schocken และ Gibson (1984) รายงานวา Beijerinckia sp. สายพันธุ B1 สามารถ
ยอยสลายอะซีแนพธีนรวมกับอะซีแนพธิลีนแบบโคออกซิเดชันในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีไบฟนิล 
(biphenyl) เปนแหลงคารบอน   ผลจากการติดตามการสะสมของสารมัธยันตโดยมีไบฟนิลเปน
สารเหนี่ยวนําพบวามีการเติมออกซิเจนเขายังวงไซโคลเพนทีนของอะซีแนพธิลีนโดยการเรง
ปฏิกิริยาของไดออกซิจีเนส ไดเปน ซิส-1,2-อะซีแนพธีนไดออล (cis-1,2-acenaphthenediol) 1,2-
ได ไฮด รอกซี อ ะซี แนพ ธิ ลี น  (1,2-dihydroxyacenaphthylene) และอะซี แนพ ธี น ค วิ โน น 
(acenaphthenequinone) ตามลําดับ   จากผลดังกลาวแสดงวายังไมเกดิการแตกวงไซโคลเพนทนี 
ของอะซีแนพธิลีนเพื่อใชอะซีแนพธิลีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานได   

Komatsu และคณะ (1993) รายงานวา Pseudomonas sp.สายพันธุ A4 (ปจจุบันเปลี่ยน
ชื่อเปน Sphingomonas sp.สายพันธุ A4; Komatsu, 1994)  สามารถยอยสลายอะซีแนพธลีินเปน
แหลงคารบอนและพลังงานไดและพบกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก (naphthalene-1,8- 
dicarboxylic acid) เปนสารมัธยันตที่สะสมในน้ําเลี้ยงเชื้อ      

Selifonov และคณะ (1996) ทําการวิเคราะหสารมัธยันตที่สะสมในน้ําเลี้ยงเชื้อของสาย
พันธุลูกผสมของ Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ PAO1 (pRE695) ที่ไดรับยีนประมวล
รหัสไดออกซิจีเนสจากพลาสมิด NAH7 เพื่อทํานายวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีน  พบวาขั้นแรก
ของปฏิกิริยาอะซีแนพธิลีนจะถูกออกซิไดซดวยไดออกซิจีเนสเหมือนกับที่เคยคนพบแลวใน
แบคทีเรียสวนใหญไดเปน ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออล ซึ่งจะถูกเปลี่ยนตอไปเปน 1,2-ไดไฮดรอกซี
อะซีแนพธิลีน และ 1-ไฮดรอกซี-2-คีโตอะซีแนพธีน   สารมัธยันตทั้งสองชนิดจะถูกออกซิไดซตอไป
เปนอะซีแนพโธ-1,2-ควิโนน และกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก ตามลําดับ   

ศิริวัตร ปุณฑริกพันธ (2545) ศึกษาสารมัธยันตจากสายพันธุกลายที่มีความบกพรองใน
การยอยสลายอะซีแนพธิลีนของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่สรางขึ้นจากการกลายพันธุ
ดวยทรานสโปซอน  Tn5  พบวามีการสะสมกรด 2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิก (กรดเจนทิสิก)          
อะซีแนพธีนควิโนน และกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก ในสายพันธุกลาย A53 B1 และ B5 
ตามลําดับ    ผลการวิเคราะหสารมัธยันตแสดงวาการยอยสลายอะซีแนพธิลีนไปจนถึง              
กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 นาจะเหมือนกับใน      
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P. aeruginosa สายพันธุ PAO1 โดยไดเสนอไดอะแกรมการยอยสลายอะซีแนพธิลีนไวดังแสดงใน
รูปที่ 2.9 

 
รูปที่ 2.9 วิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนของ ก) Pseudomonas  aeruginosa สายพันธุ 
PAO1 (Selifonov และคณะ , 1996) และ  ข ) Rhizobium sp. สายพันธุ  CU-A1 (ศิริวัตร 
ปุณฑริกพันธ, 2545; Poonthrigpun และคณะ, 2003) 
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นอกจากนี้ยังมีรายงานการศึกษาวิถีการยอยสลายอะซีแนพธีนซึ่งสวนใหญจะเปนการ
ยอยสลายแบบเปลี่ยนแปลงโครงสรางโมเลกุลไปเปนสารมัธยันตชนิดตางๆ (Pothuluri และคณะ, 
1992) ที่กลาววาการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและอะซีแนพธีนอาศัยกิจกรรมของเอนไซมที่ตางกัน
ในการยอยสลายสารตั้งตน  แตจะไดผลิตภัณฑสุดทายที่เกิดจากกระบวนการยอยสลายเปนชนิด
เดียวกันคือกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก และมีบางรายงานที่เสนอวาการยอยสลายกรด
แนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกของทั้งอะซีแนพธีนและอะซีแนพธิลีนนาจะเปนไปตามวิถีเดียวกัน 

 
Selifonov และคณะ  (1993) รายงานวา  Alcaligenes  eutrophus และ  Alcaligenes  

paradoxus สามารถยอยสลายอะซีแนพธีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานได  จากการศึกษา  
สารมัธยันตพบวาสามารถยอยสลายอะซีแนพธีนไดเปนกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก  กรด
7,8-ไดคีโตแนพธาลิก (7,8-diketonaphthalic acid) และกรด 3-ไฮดรอกซีพธาลิก (3-hydroxy 
phthalic acid)  นอกจากนี้รายงานยังเสนอวาอะซีแนพธีนและอะซีแนพธิลีนถูกออกซิไดซไปเปน 
อะซีแนพโธ-1,2-ควิโนน เหมือนกันโดยการใชวิถีที่ตางกัน   จากนั้นจะถูกยอยสลายตอเปนกรด
แนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก และกรด 3-ไฮดรอกซีพธาลิก  ตามลําดับ 

 
Grifoll และคณะ (1995)  รายงานวา Burkholderia  cepacia สายพันธุ F297 ที่สามารถ

ยอยสลายฟลูออรีนเปนแหลงคารบอนและพลังงานได  สามารถยอยอะซีแนพธีนและอะซีแนพธิลีน
แบบโคออกซิเดชันกับฟลูออรีนไดเปน 1-อะซีแนพธีนอล (1-acenaphthenol) 1-อะซีแนพธีโนน  
(1-acenaphthenone) อะซีแนพโธ-1,2-ควิโนน   1,2-แนพธาลิก แอนไฮไดรด (1,2-naphthalic 
anhydride) และกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก  ตามลําดับ  

 
จากรายงานที่กลาวมาทั้งหมดขางตนอาจสามารถสรุปวิธีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย

แบคทีเรียชนิดตางๆไดดังแสดงในรูปที่ 2.10 
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รูปที่  2.10 วิถี การยอยสลายอะซีแนพธิลีนและอะซีแนพธิลีน โดยแบคที เรีย  1) 
Sphingomonas sp. สายพันธุ B1 (Schocken และ Gibson, 1984) 2) P. putida สายพันธุ 
NCIB9816 (Schocken แ ล ะ  Gibson, 1984) 3) Alcaligenes  eutrophus แ ล ะ  Alcaligenes  
paradoxus (Selifonov และคณะ, 1993) 4) Sphingomonas sp. สายพันธุ A4 (Komatsu และ
คณะ, 1993) 5) Burkholderia cepacia สายพันธุ F297 6) P. aeruginosa สายพันธุ PAO1 
(Selifonov และคณะ, 1996) 7) Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 (ศิริวัตร ปุณฑริกพันธ, 
2545) 
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2.2 การศึกษายีนและวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 

 
เนื่องจากยังไมพบรายงานการยอยสลายอะซีแนพธิลีนที่สมบูรณโดยจุลินทรีย  รวมทั้งไมมี

รายงานถึงการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium และยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย      
อะซีแนพธิลีน    ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค (2545) จึงไดศึกษายีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย    
อะซีแนพธิลีนของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 โดยการติดตามทรานสโปซอน Tn5 ที่แทรก
สอดเขาในจีโนมิกดีเอ็นเอของสายพันธุกลาย E11 ซึ่งมาจาก Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่
มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีนดวยเทคนิคไฮบริไดเซชันกับดีเอ็นเอติดตามทราน 
สโปซอน Tn5 (Tn5 probe) ในสภาวะความเขมงวดสูง    จากนั้นสรางดีเอ็นเอติดตามที่จําเพาะกับ
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณขางเคียงทรานสโปซอน Tn5 ขนาด 430 bp   เพื่อนําไปใชเปนดีเอ็นเอ
ติดตามยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีน (ดีเอ็นเอติดตาม AE หรือ AE-probe) ใน 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  ติดตามตําแหนงของยีนดังกลาวภายในจีโนมิกดีเอ็นเอของ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยเทคนิคไฮบริไดเซชันกับดีเอ็นเอติดตาม AE  ซึ่งมีลําดับ   
นิวคลีโอไทดที่เปนรหัสของกรดอะมิโนที่คลายกับกรดอะมิโนของไฮดราเทส-อัลโดเลส    จากนั้นทํา
การโคลนชิ้นดีเอ็นเอ BamHI-HindIII ขนาดประมาณ 4.5 กิโลเบส ซึ่งใหสัญญาณจากการไฮบริ
ไดซกับดีเอ็นเอติดตาม AE เขาในพลาสมิด pGEM-3Zf(+/-)  ตั้งชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดนี้วา 
พลาสมิด pWT   ภายหลังจากการหาลําดับนิวคลีโอไทดของช้ินดีเอ็นเอสอดแทรกภายในพลาสมิด 
pWT แลว   เมื่อนําผลของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเทียบหาความเหมือนกับขอมูลใน GenBank 
ดวยโปรแกรม BlastX  และหาตําแหนงจุดเริ่มตนและสิ้นสุดการถอดรหัสเปนโปรตีนรวมถึง
ตําแหนงเกาะของไรโบโซม (ribosome binding site, RBS) อาจสามารถระบุกรอบอานรหัสเปด 
(Open Reading Frame, ORF) ไดจํานวน 5 กรอบ แสดงในตารางที่ 2.1  
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ตารางที่ 2.1 ขอมูลยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. สาย
พันธุ CU-A1 หนาที่และเปอรเซ็นตความเหมือนกับยีนอางอิง (ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 
2545) 
 

ORF ยีนอางอิงที่มีความใกลเคียงสูงสุด          
และ GenBank Accession No. 

ความเหมือนกับ
กรดอะมิโนของ   
ยีนอางอิง (%) 

ประมวลรหัสเอนไซม 

ORF1* mocF ของ Rhizobium  leguminosarum bv. 
viciae  (Bahar และคณะ, 1998): AAC31188 

33% putative ferredoxin 
reductase 

acnE phnE ของ Burkholderia sp. RP007  
(Laurie และ Lloyd-Jones, 1999): AAD09869 

38% hydratase-aldolase  

acnK phdK ของ Nocardioides sp.  KP7  
(Iwabuchi และ Harayama, 1997): BAA31236 

46% 2-carboxybenzaldehyde 
dehydrogenase 

ORF4 ORF ที่ประมวลรหัส adducin-like protein ของ
Mesorhizobium  loti   
(Kaneko และคณะ, 2000): NP_107234 

38% adducin-like protein   

ORF5* yigl  ของ Pseudomonas aeruginosa  PA01 
(Stover และคณะ, 2000): NP_250340 

43% short-chain 
dehydrogenase 

* ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดยังไมสมบูรณ 
 
จากงานวิจัยของทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค (2545) ดังแสดงในตารางที่ 2.1 พบวายีนที่

เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนคือ acnE มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับไฮดราเทส-อัลโด 
เลสที่ประมวลรหัสโดย phnE ของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 และ acnK มีลําดับกรด   
อะมิโนเหมือนกับ  2-คารบอกซี เบนซัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส  ที่ประมวลรหัสโดย  phdK ของ 
Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 สอดแทรกอยูในพลาสมิด pWT งานวิจัยดังกลาวนี้พบวามี 2 
ORF ที่ยังไมไดหาลําดับนิวคลีโอไทดอยางสมบูรณ  คือ ORF1 และ ORF5 และยังไมมีขอมูลของ
ยีนอื่นที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 

ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณที่เหนือข้ึนไปจาก 
ORF1 หรือถัดลงมาจาก ORF5  โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่ทราบแลวเปนตัวติด 
ตามยีนอื่นๆที่อยูขางเคียงดวยเทคนิคเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันกับดีเอ็นเอติดตามที่สรางขึ้นในการ
ทดลองนี้เพื่อทราบขอมูลทางพันธุศาสตรและความสัมพันธุกับวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีน  
รวมทั้งนําขอมูลที่ไดไปใชในการปรับปรุงสายพันธุตอไปในอนาคต  



บทที่  3 

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1  อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
1. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) รุน D06063 ของบริษัท Memmert, Germany. 
2. ตูบมเชื้อ (incubator) รุน D06061 ของบริษัท Memmert, Germany 
3. ตูเขี่ยเชื้อ  รุน Clean model. V4 ของบริษัท LAB Service, Thailand. 
4. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง  (spectrophotometer) รุน  UV-160A ของบริษั ท  Shimadzu, 

Japan. 
5. เครื่องวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning, USA. 
6. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน  (thermo-block) รุน  MylabTH 

Thermo-Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea. 
7. เครื่องชั่ง  รุน PG2002-S และ รุน AG285 ของบริษัท METTLER TOLEDO, Switzerland. 
8. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
9. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) รุน MLS3020 ของบริษัท SANYO, Japan. 
10. เครื่องปนเหวี่ยงชนิดตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน  SORVALL® Biofuge pico ของ

บริษัท Kendro laboratory Products, Germany. 
11. เครื่องป น เหวี่ยงชนิดควบคุม อุณหภูมิ  (refrigerated centrifuge) รุน  1920 ของบริษัท 

Kubota, Japan. 
- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดเล็ก  รุน RA50J 
- หัวปนเหวี่ยง (rotor) ขนาดใหญ  รุน RA228J 

12. อางน้ํ าควบคุมอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา  (waterbath shaker) ของบริษัท  Memmert, 
Germany 

13. ไมโครป เปต  (micropipette) รุน  P10  P20  P100  P200  P1000 และ  P5000 ของบริษัท     
Gilson, France. 

14. หลอดเก็บเชื้อแชแข็ง (cryotube) ของบริษัท Nalgene, USA 
15. กระบอกฉีดยาพลาสติก  ขนาด 5 มิลลิลิตร  ของบริษัท Nissho Nipro, Japan. 
16. ชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตท ขนาดความกวางรู 0.45 ไมโครเมตร  รุน DISMIC-

25SC ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 
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17. กระดาษกรอง (filter paper) ของบริษัท Advantec, Japan 
18. ไนลอนเมมเบรน (nylon membrane) ของบริษัท Pall Bio Support, USA. 
19. ถุงไดแอลิซิส รุน Cellu Sep TM T3 ของบริษัท Membrane Filtration Products, USA. 
20. อุปกรณสําหรับถายภาพ 

- กลองถายภาพโพลารอยด ของบริษัท Polariod, USA. 
- แผนกรองแสงสีแดง 
- ฟลมโพลารอยดขาวดํา  ความไวแสง 3000 (ISO 3000) 

21. ชุดเครื่องมือทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis equipment) 
- Mini gel electrophoresis system ของบริษัท Mupid-2 Advance, Japan. 
- Mini Sub-Cell GT agarose gel electrophoresis systems ของบริษัท Bio-Rad,     
      USA. 

22. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –70 Oซ รุน ULT1786 ของบริษัท Forma 
Scientific , USA. 

23. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –20 Oซ  รุน MDF-U332 ของบริษัท Sanyo 
Electric, Japan. 

 
3.2 เคมีภัณฑและชุดทดสอบสําเร็จ 
 
1. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท Merck, Germany. 
2. ผงสกัดจากยีสต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
3. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
4. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท IUAI, Japan. 
5. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท LAB-SCAN, Ireland. 
6. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท Merck, Germany. 
7. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany 
8. โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต (NaHCO3) ของบริษัท BHD Limited Pool, England.  
9. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2 . 2H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, France 
10. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ข อ ง บ ริ ษั ท  Sigma, 

USA. 
11. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2.2H2O) ข อ งบ ริ ษั ท  Sigma, 

USA. 
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12. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan. 
13. CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), [(C16H32N(CH3)3)Br] ข อ ง บ ริ ษั ท  TCI-EP, 

Japan. 
14. กลีเซอรอล ของบริษัท Carlo ERBA, France. 
15. ฟนอล (phenol) ของบริษัท Merck, Germany. 
16. น้ําตาลกลูโคส (glucrose) ของบริษัท Merck, Germany. 
17. น้ําตาลซูโครส (sucrose) ของบริษัท Merck, Germany. 
18. สีบรอมฟนอลบลู (bromphenolblue) ของบริษัท Fluka, Germany. 
19. 1 kb DNA ladder ของบริษัท Promega, USA.หรือ ของบริษัท NewEngland Biolabs, USA. 
20. ไลเกส (ligase) ของบริษัท Promega, USA. 
21. อัลคาไลนฟอสฟาเทส (alkaline phosphatase) ของบริษัท Promega, USA. 
22. สารปฏิชีวนะแอมพิซิลิน (ampicillin) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan. 
23. เรสทริกชันเอนไซมทุกชนิดของบริษัท Promega, USA. 
24. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit ของบริษัท Qiagen, Germany. 
25. ชุดสกัดดี เอ็น เอจากอะกาโรส เจล  QIAquick Gel Extraction Kit ของบริษั ท  Qiagen, 

Germany 
26. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA Labeling and Detection 

Starter Kit I ของบริษัท Roche, Germany. 
27. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA. 
28. Proteinase K ของบริษัท Sigma, USA. 
29. X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ของบริษัท Promega, USA. 
30. IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) ของบริษัท Wako, Japan. 
 
หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (analytical grade) 
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3.3 แบคทีเรีย 
 

 แบคทีเรียที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที่ 3.1 
 

ตารางที่ 3.1 แบคทีเรีย 
 

แบคทีเรีย จีโนไทป/ ฟโนไทป เอกสารอางอิง 
E. coli สายพันธุ DH5α φ80dlacZ∆M15, endA1, recA1, 

gyrA96, thi-1, hsdR17, relA1, 
supE44, deoR, ∆(lacZYA-rgF)U169 

Hanahan, 1983 

Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1 

สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีน ศรัลยา  แพงไตร, 2543 

 
3.4 พลาสมิดและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
 

พลาสมิดและโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที่ 3.2 และ 3.3 
ตามลําดับ 

 

ตารางที่ 3.2 พลาสมิด 
 

พลาสมิด จีโนไทป/ ฟโนไทป เอกสารอางอิง 
pBluescript KS(+/-) Apr, ∝lac/MCS บริษัท Stratagene, USA 
pGEM-5Zf(+/-) Apr, ∝lac/MCS บริษัท Promega, USA 
pGEM-11Zf(+/-) Apr, ∝lac/MCS บริษัท Promega, USA 
pWT Apr   มีชิ้นสวน BamHI-HindIII จากดีเอ็นเอ

ของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ขนาด 
ประมาณ 4.5 kb ในพลาสมิด pGEM-3Zf(+/-) 

ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 
2545 

pC23 Apr   มีชิ้นสวน NcoI จากดีเอ็นเอของ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ขนาด
ประมาณ 2.3 kb ในพลาสมิด pGEM-5Zf(+/-) 

สรางในการทดลองนี้ 
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ตารางที่ 3.2 พลาสมิด (ตอ) 
 

พลาสมิด จีโนไทป/ ฟโนไทป เอกสารอางอิง 
pEC120 Apr   มีชิ้นสวน EcoRI-ClaI จากดีเอ็นเอของ

Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ขนาดประมาณ 
1.2 kb ในพลาสมิด pBluescript KS(+/-) 

สรางในการทดลองนี้ 

pEBR25 Apr   มีชิ้นสวน EcoRI-BamHI จากดีเอ็นเอของ
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ขนาดประมาณ 
1.2 kb ในพลาสมิด pGEM-11Zf(+/-) 

สรางในการทดลองนี้ 

pHE54 Apr   มีชิ้นสวน HindIII-EcoRI จากดีเอ็นเอของ
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ขนาดประมาณ 
0.7 kb ในพลาสมิด pGEM-11Zf(+/-) 

สรางในการทดลองนี้ 

pE16 Apr   มีชิ้นสวน EcoRI  จากดีเอ็นเอของ
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ขนาดประมาณ 
1.6 kb ในพลาสมิด pGEM-11Zf(+/-) 

สรางในการทดลองนี้ 

pC9 Apr   มีชิ้นสวน ClaI  จากดีเอ็นเอของ  
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ขนาดประมาณ 
0.9 kb ในพลาสมิด pBluescript KS(+/-)  

สรางในการทดลองนี้ 

 
ตารางที่ 3.3 โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
 

โอลิโกนิวคลีโอไทด
ไพรเมอร 

ลําดับนิวคลีโอไทด (Tm) เอกสารอางอิง 

T7 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’   (56Oซ) Promega, USA 
SP6 5’-CATACGATTTAGGTGACACTATAG-3’       

(50Oซ) 
Promega, USA 

T3 5’-ATTAACCCTCACTAAAG-3’          (48Oซ) Stratagene, USA 
C23 5’-GAGTGCGTGCATCCAGT-3’        (54Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
L1 5’-TCCAGGCCGATCAGTCC-3’        (56Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
L2 5’-AACTCAATCGATGACAG-3’         (48Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
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ตารางที่ 3.3 โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร (ตอ) 
 

โอลิโกนิวคลีโอไทด
ไพรเมอร 

ลําดับนิวคลีโอไทด (Tm) เอกสารอางอิง 

L3 5’-AGCCTTTATGGCCGCCA-3’        (54Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
L4 5’-TGACGCTTCTGACCAGC-3’        (54Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
L5 5’-GAGCTTGGCGTGCAGGT-3’       (56Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
R1 5’-GACCGCAATGTCGCTGG-3’       (56Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
R2 5’-CACCATCAAGACGCCGT-3’       (54Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
E16_FW1 5’-TGAATGTCCCTGCGGAT-3’        (52Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
PR1 5’-CGTCAGTGCCATGGGTT-3’        (54Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
PR2 5’-CTCGGCAGCATCTGCAT-3’        (54Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
REV1 5’-TCGATATGATGGGTGAG-3’        (50Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
REV2 5’-ATGGCACTGACGCTGGA-3’       (54Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
C9_REV1 5’-GCACTTGCGGACGCACA-3’       (56Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
C9_FW1 5’-GGAACGTGCGGGATGGA-3’      (56Oซ) สรางในการทดลองนี้ 
 
3.5  การเลี้ยงและเก็บรักษาแบคทีเรีย 

 

3.5.1  เลี้ยง Escherichia coli  ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB (ภาคผนวก ก1)   ในกรณีที่ตองเติม
สารปฏิชีวนะ (ภาคผนวก ข2) ใชความเขมขนดังตอไปนี้  แอมพิซิลิน (Ap) 100 ไมโครกรัมตอ
มิลลิลิตร   เมื่อตองการทําเปนอาหารแข็ง  เติมวุน 1.5%  บมเชื้อที่อุณหภูมิ 37 Oซ  เปนเวลา 24 
ชั่วโมง   หรือเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที  เปนเวลา 
16-18 ชั่วโมง  ที่อุณหภูมิ 37 Oซ 

 

3.5.2  เล้ียง Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อ LB บมที่อุณหภูมิ   
30 Oซ  ในอาหารแข็งเปนเวลา 2-3 วันหรือในอาหารเหลวเปนเวลา 24 ชั่วโมง  บนเครื่องเขยาที่
ความเร็ว 200 รอบตอนาที    

 

3.5.3  เก็บรักษาแบคทีเรียโดยเลี้ยง E. coli และ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตามขอ 3.5.1 และ 3.5.2 ตามลําดับ  นํามาผสมกับกลีเซอรอล (ภาคผนวก 
ข1) ในอัตราสวนน้ําเลี้ยงเชื้อตอกลีเซอรอลเปน 3 : 7  บรรจุลงในหลอดเก็บเชื้อแชแข็ง  เก็บที่
อุณหภูมิ –20 Oซ  เปนเวลา 6 เดือน หรือที่อุณหภูมิ –70 Oซ  เปนเวลา 1 ป 
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3.6 คนหายีนที่ เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนบนจีโนมิกดีเอ็นเอของ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บริเวณเหนือขึ้นไปจาก acnE ดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน 
(hybridization) กับดีเอ็นเอติดตาม L1  

 
3.6.1.  เตรียมดีเอ็นเอติดตาม L1 (DNA probe)  

 
3.6.1.1  สกัดพลาสมิด pWT 
สกัดพลาสมิด pWT (ทิพวรรณ, 2545) ดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep 

Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข3) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิต   โดย
เลี้ยง E. coli  DH5α  ที่มีพลาสมิด pWT แทรกอยูในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ที่มีสารปฏิชีวนะ
แอมพิซิลินปริมาตร 5 มิลลิลิตร  บมบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 37 Oซ ดวยความเร็ว 200 รอบตอ
นาที เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง  ปนเก็บเซลลปริมาตร 5 มิลลิลิตรในหลอดไมโครฟวจดวยเครื่องปน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000  รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง      แขวนลอยเซลลดวย
บัฟเฟอร P1 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร  จากนั้นเติมบัฟเฟอร P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร  ผสมโดย
การกลับหลอดจนกระทั่งสารแขวนลอยเริ่มหนืดและใสขึ้นภายในระยะเวลาไมเกิน 5 นาที   เติม
สารละลาย N3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร   ผสมโดยกลับหลอดไปมาจนเกิดเปนตะกอนขาว  นําไป
ปนเหวี่ยงเพื่อใหตะกอนตกที่ความเร็ว 13,000  รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง    
แยกสวนน้ําใสลงใน QIAprep spin column   นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิหอง  เปนเวลา 1 นาที    เทสวนน้ําใสทิ้ง     เติมบัฟเฟอร PB ปริมาตร  500 ไมโครลิตร 
ลงในคอลัมน   นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที  
เทสวนน้ําใสทิ้ง    เติมบัฟเฟอร PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน  นําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง   เทสวนน้ําใสทิ้งกอนทําการปน
เหวี่ยงซ้ําอีกครั้งเพื่อกําจัดสวนน้ําใสที่เหลือติดคอลัมน   ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม  
เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตรใหลงตรงแผนกรอง  ตั้ง
ทิ้งไว 1 นาที  นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง    
จะไดสารละลายพลาสมิดอยูในสวนน้ําใส  เก็บพลาสมิดที่อุณหภูมิ –20 Oซ  

 
3.6.1.2  เตรียมชิ้นสวนของดีเอ็นเอติดตาม L1  
ตัดพลาสมิด pWT ประมาณ 10 ไมโครกรัม ดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI และ

EcoRI (Promega, USA) อยางสมบูรณตามวิธีที่ระบุโดยผูผลิต    โดยใชสวนผสมของปฏิกิริยาดัง
ตอไปนี้ 
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ดีเอ็นเอ   0.5-10 ไมโครกรัม 
10X บัฟเฟอร  1/10 ของปริมาตรทั้งหมด 
เรสทริกชันเอนไซม   3-5 ยูนิตตอไมโครกรัมของดีเอ็นเอ 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ  ปรับใหไดปริมาตรสุดทายตามตองการ 
ผสมใหเขากัน   บมที่อุณหภูมิ  37 Oซ  เปนเวลา 2-4 ชั่วโมง 
 
จากนั้นทําการแยกพลาสมิดที่ตัดไวดวยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส    ซึ่งทําโดย

เตรียมอะกาโรสเขมขน 0.7-1.0% ซึ่งหลอมในบัฟเฟอร 1XTAE  เทลงในแบบพิมพที่มีหวีเสียบอยู  
ระวังอยาใหมีฟองอากาศ    ปลอยใหอะกาโรสเจลแข็งตัวประมาณ 30 นาที    วางชิ้นอะกาโรสเจล
ที่ไดลงในแชมเบอร  เทบัฟเฟอร 1XTAE ใหทวมสูงกวาอะกาโรสเจลเล็กนอย    ผสมสารละลาย   
ดีเอ็นเอกับสีติดตาม (ภาคผนวก ข18) ใหความเขมขนของสีเปน 1 เทา   หยอดดีเอ็นเอหรือดีเอ็นเอ
มาตรฐาน (1 kb DNA ladder) ลงในชองวิ่ง  จากนั้นทําอีเลคโทรโฟเรซิสโดยใชความตางศักยดังนี้  
ชุดทําอีเลคโทรโฟเรซิส Mini Sub-Cell GT ใชความตางศักย 75 โวลต หรือชุดทําอีเลคโทรโฟเรซิส 
Mupid-2 ใชความตางศักย 100 โวลต   ทิ้งไวจนกระทั่งสีน้ําเงินของบรอมฟนอลบลูเคลื่อนที่ลงมา
จนสุดขอบอะกาโรสเจลอีกดาน    ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข25) เปนเวลา 5-10 นาที   ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวยแสง
อัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร 

แยกชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 480 bp ออกจากอะกาโรสเจลดวย QIAquick Gel 
Extraction Kit (Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข5) ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังนี้  ตัดอะกา
โรสเจลตรงบริเวณแถบดีเอ็นเอที่ตองการ   นําชิ้นเจลที่ตัดไดใสลงในหลอดไมโครฟวจ   ชั่งน้ําหนัก
ชิ้นอะกาโรสเจลโดยใสไวในหลอดไมโครฟวจ       เติมบัฟเฟอร QG ปริมาตร 3 เทาของปริมาตรชิ้น 
อะกาโรสเจล  บมที่อุณหภูมิ 50 Oซ เปนเวลา 10 นาที หรือจนกระทั่งอะกาโรสเจลละลายหมด  
ถายสารละลายดีเอ็นเอลงใน QIAquick spin column ปนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปน
เวลา 1 นาที  ดีเอ็นเอจะติดอยูที่แผนกรองของคอลัมน  ทิ้งสารละลายที่ชะผานแผนกรองทาย
คอลัมน  จากนั้นเติมบัฟเฟอร QG ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรลงใน QIAquick spin column ปนที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที (เพื่อกําจัดอะกาโรสเจลที่ตกคางอยูออกไป)  ลาง
แผนกรองดวยบัฟเฟอร PE ปริมาตร 0.75 มิลลิลิตร  ปนที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 
1 นาที  2 คร้ัง  เพื่อใหบัฟเฟอร PE ถูกกําจัดออกใหหมดไป  ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจ
ใหม  เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตรใหตรงแผนกรอง 
ตั้งทิ้งไว 1 นาที  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาทีที่อุณหภูมิหอง  
จะไดสารละลายดีเอ็นเออยูในสวนน้ําใส   เก็บรักษาชิ้นดีเอ็นเอไวที่ -20 Oซ 
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3.6.1.3  ติดฉลากดี เอ็น เอติ ดตามด วย  Digoxigenin-dUTP ด วยวิธี  Random 
labeling  

ติดฉลากดีเอ็นเอติดตาม L1 โดยใชชุดติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime 
Labeling and Detection Starter Kit I (Roche, Germany) (ภาคผนวก ข4)  ตามวิธีของบริษัทผู
ผลิตดังนี้   ดูดสารละลายดีเอ็นเอที่เตรียมไดจากขอ 3.6.1.2 ปริมาตร 16 ไมโครลิตร  ใสในหลอด
ไมโครฟวจ  นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที  เพื่อแยกสายดีเอ็นเอแลวแชในน้ําแข็งทันที    
เติมสารละลาย DIG High Prime (หลอดหมายเลข1) ปริมาตร 4 ไมโครลติร ผสมเบาๆใหเขากัน    
บมในอางน้ําอุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลา 20 ชั่วโมง   หยุดปฏิกิริยาโดยแชในน้ําอุน 65 Oซ เปนเวลา 
10 นาที  เก็บรักษาดีเอ็นเอติดตามไวที่อุณหภูมิ -20 Oซ 
                  ประมาณปริมาณดีเอ็นเอติดตาม L1 ที่ถูกติดฉลากดวย digoxigenin (DIG)  ดวยการ
เจือจางดีเอ็นเอติดตามใน DNA dilution buffer (หลอดหมายเลข 3) ตามตารางที่ 3.4 

 
ตารางที่ 3.4  วิธีเจือจางสารละลายดีเอ็นเอสําหรับหาปริมาณดีเอ็นเอที่ติดฉลากแลว 
 

หลอดที่ทําการเจือจาง ปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอ 
ตอ DNA dilution buffer (µl) 

1.  1 : 100 1/99 
2.  หลอดที่ 1 เจือจาง 1 : 3.3 15/35 
3.  หลอดที่ 1 เจือจาง 1 : 10 5/45 
4.  หลอดที่ 2 เจือจาง 1 : 10 5/45 
5.  หลอดที่ 3 เจือจาง 1 : 10 5/45 

 
    หยดสารละลายดีเอ็นเอที่เจือจางแลวหลอด 1-5 อยางละ 1 ไมโครลิตร ลงบนไนลอน
เมมเบรนที่ตัดไวเปนแถบยาวเล็กๆ (strip)  ทําควบคูกับสารละลายดีเอ็นเอมาตรฐานความเขมขน 
5 นาโนกรัมตอไมโครลิตร  ดวยการเจือจางแบบเดียวกับวิธีการขางตนแลวหยดลงบนไนลอนเมม
เบรนอีกแผนหนึ่ง   ทิ้งไวใหแหง   นําเมมเบรนดานที่มีดีเอ็นเอไปเผยตอแสงอัลตราไวโอเลตที่ความ 
ยาวคลื่น 360 นาโนเมตรเพื่อตรึงดีเอ็นเอใหเกาะติดบนเมมเบรน  แลวนําไปจุมในสารละลายแตละ
ชนิดตามลําดับข้ันตอนดังที่แสดงไวในตารางที่ 3.5 
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ตารางที่ 3.5  ขั้นตอนการหาปริมาณดีเอ็นเอติดตามที่ติดฉลาก 
 

หลอดที่ สารละลาย เวลา (นาที) 
1 Blocking solution 2 
2 Antibody solution (1 : 5,000 ใน  

Blocking solution) 
3 

1 Blocking solution 1 
3 Maleic acid buffer 1 
4 Detection buffer 1 
5 Color-substrate solution 5-30 

 
 บมแถบทดสอบดีเอ็นเอในหลอดที่ 5 ในที่มืดจนเกิดจุดสัญญาณจากการไฮบริไดซสีมวง
น้ําเงิน   เมื่อจุดสีบนแถบทดสอบขึ้นจนชัดเจนทุกจุดแลวใหทําการลางแถบทดสอบดวยน้ํากลั่น  
ทิ้งไวใหแหง    เทียบสีที่ไดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  โดยที่ดีเอ็นเอมาตรฐานมีความเขมขนดังนี้ 50, 
15, 5, 1.5, 0.5 พิโคกรัมตอไมโครลิตร  ตามลําดับ 

 
3.6.2  เตรียมไนลอนเมมเบรนที่มีจีโนมิกดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1  

สําหรับการไฮบริไดซ 
 

3.6.2.1  สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1   
สกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ตามวิธีของ Ausubel และ

คณะ (1999)  โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของเชื้อลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB ปริมาตร 5 มิลลิลติร  แลว
นําไปเขยาท่ีอุณหภูมิหองขามคืน (16-18 ชั่วโมง)   ถายเชื้อปริมาตร 5 มิลลิลิตร  ใสลงในหลอดไม
โครฟวจ  นําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลเปนเวลา 2 นาที ที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที  เทสวน
น้ําใสทิ้ง    นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมบัฟเฟอร TE (ภาคผนวก ข8) ปริมาตร 576 ไมโครลิตร 
กระจายตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง  จากนั้นเติม 10% SDS (ภาคผนวก ข9) 
ปริมาตร 30 ไมโครลิตร และโปรตีเนสเค (Proteinase K) ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
(ภาคผนวก ข20) ปริมาตร 3 ไมโครลิตร (ความเขมขนสุดทายเปน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
ของโปรตีเนสเคใน 0.5% SDS) ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมา  นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 Oซ 
เปนเวลา 1 ชั่วโมง    แลวจึงเติมสารละลายโซเดียมคลอไรดความเขมขน 5 โมลาร ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมา   เติมสารละลาย CTAB/NaCl (ภาคผนวก ข16) 
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ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมา  นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 Oซ เปน
เวลา 10 นาที    จากนั้นเติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข24) ใน
ปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสารละลายสุดทาย (ประมาณ 0.7-0.8 มิลลิลิตร)  ผสมใหเขากันเปน
อยางดีจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชัน   นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที    ถายเฉพาะสวนน้ําใสที่อยูเหนือตะกอนและชั้นคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลไปใสใน
หลอดไมโครฟวจหลอดใหม (ระวังอยาใหติดสวนตะกอนไปดวย)   จากนั้นเติมสารละลายฟนอล/
คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (ภาคผนวก ข23) ในปริมาตรที่เทากับปริมาตรของสารละลาย
สุดทาย  ผสมใหเขากันเปนอยางดีจนกระทั่งกลายเปนอิมัลชัน  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 
รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที   นําสวนน้ําใสที่อยูเหนือชั้นตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซ
เอมิลแอลกอฮอลไปใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม  แลวเติมไอโซโปรพานอลปริมาตร 0.6 เทา
ของสวนน้ําใส  กลับหลอดไปมาจนกระทั่งตะกอนขาวของดีเอ็นเอปรากฏ  ทําการปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที  เปนเวลา 15 นาที   เทสวนของไอโซโปรพานอลทิ้งแลวลางตะกอน
ดีเอ็นเอที่ไดดวยเอธานอล 70% ที่เย็นจัดปริมาตรประมาณ 1 มิลลิลิตร ทําซ้ํา 2 ครั้ง  โดยการปน
ลางเก็บตะกอนที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที  คอยๆเทสวนน้ําใสทิ้ง  ระเหยเอธานอลจนแหง 
ละลายยตะกอนดีเอ็นเอในบัฟเฟอร TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  และใส RNase A เขมขน 10 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข21) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพื่อกําจัดอารเอ็นเอออก  เก็บที่
อุณหภูมิ 4 Oซ 

 
3.6.2.2  วิเคราะหความบริสุทธิ์และความเขมขนของดีเอ็นเอ 
นําสารละลายดีเอ็นเอไปวัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance, A) ที่ความยาวคลื่น 

260 และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280) คํานวณคา A260 ตอ  A280 คาที่เหมาะสมควรจะอยูใน
ชวง 1.8-2.0  ถาคานอยกวา 1.8  แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสูง  ถาคาสูงกวา 2.0  แสดงวามี      
อารเอ็นเอปนเปอนสูง 

 

คํานวณหาความความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 
 ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260x 50 x dilution factor 
 

3.6.2.3  ตัดดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยเรสทริกชันเอนไซม 
ชนิดตางๆ 

ตัดดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ประมาณ  10 ไมโครกรัม  ดวย
เรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ (Promega, USA) อยางสมบูรณตามวิธีที่ระบุโดยผูผลิต   โดยใช
สวนผสมของปฏิกิริยาดังแสดงในขอ 3.6.1.2 
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3.6.2.4  ยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมมเบรน (Southern blot) 
นําดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิด

ตางๆจากขอ 3.6.2.3 มาทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสเปรียบเทียบกับขนาดของดีเอ็นเอมาตร
ฐาน 1 kb DNA ladder  และใชพลาสมิด pWT ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI-EcoRI เปน
ตัวควบคุมผลบวก (positive control)   จากนั้นทําการยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด  
แลวถายภาพเก็บไวโดยใชไมบรรทัดแนบดานขางอะกาโรสเจลเพื่อระบุระยะทางการเคลื่อนที่ของ 
ดีเอ็นเอ   เตรียมอะกาโรสเจลเพื่อทําการถายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผนไนลอนเมมเบรน  
โดยลางชิ้นอะกาโรสเจลดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 1 นอรมัล ในกลองพลาสติก  โดยใหสาร
ละลายทวมอะกาโรสเจลเขยาเบาๆ เปนเวลา 10 นาที  เทสารละลายทิ้ง  เติม denaturation 
buffer (ภาคผนวก ข6) ปริมาตร 300 มิลลิลิตร หรือเติมใหทวมอะกาโรสเจล  เขยาเบาๆ เปนเวลา 
15 นาที  แลวเทบัฟเฟอรทิ้ง  ทําซ้ํา 2 คร้ัง    ลางดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 2 คร้ัง  จากนั้นเติม 
neutralization buffer (ภาคผนวก ข7) เปนเวลา 15 นาที  เทบฟัเฟอรทิ้ง  ทําซ้ํา 2 คร้ัง 

ถายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผนไนลอนเมมเบรนดวยวิธี Capillary transfer 
(Sambrook และ Russell, 2001) ทําโดยการวัดขนาดของชิ้นอะกาโรสเจลที่เตรียมไว  กําหนด
ขนาด A คือขนาดเทากับขนาดของแผนอะกาโรสเจล    ขนาด B คือขนาดความกวางเทากับดาน
กวางของอะกาโรสเจลแตความยาวจะยาวกวาดานยาวของอะกาโรสเจล    ตัดไนลอนเมมเบรนให
มีขนาด A จํานวน 1 แผน  ตัดกระดาษกรองใหมีขนาด A จํานวน 2 แผน และขนาด B จํานวน 1 
แผน    ตัดกระดาษทิชชูใหมีขนาด A เพื่อใชเปน paper towel สูงประมาณ 5 เซนติเมตร   การจัด
วางชั้นตางๆของการยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังแผนไนลอนเมมเบรนแสดงดังรูปที่ 3.1  
โดยเริ่มจากการเติม 20XSSC (ภาคผนวก ข10) ซึ่งเปน transfer buffer ลงในกลองพลาสติก
ปริมาตรพอประมาณ    นํากระดาษกรองขนาด B ที่อ่ิมตัวดวย 20XSSC วางพาดบนแผนกระจก
โดยใหปลายทั้งสองขางของกระดาษกรองแชในบัฟเฟอรเพื่อเปนสะพานให 20XSSC เคลื่อนที่ขึ้น
มา  จากนั้นวางกระดาษกรองขนาด A ที่อ่ิมตัวดวย 20XSSC ซอนขึ้นดานบน  แลวนาํอะกาโรสเจล
ที่เตรียมไววางลงดานบนในลักษณะที่คว่ําหนาเจลลงดานลาง    วางไนลอนเมมเบรนที่อ่ิมตัวดวย 
20XSSC ลงบนเจล ตองระวังไมใหเกิดฟองอากาศขึ้นในแตละชั้น    จากนั้นจึงวางกระดาษกรอง
ขนาด A  แลววางชั้นของกระดาษทิชชูและน้ําหนักกดดานบน  ตามลําดับ    ทําการยึดชั้นตางๆให
มั่นคงดวยกระดาษกาว และระวังไมใหชั้นทิชชูแตะโดนอะกาโรสเจลหรือกระดาษกรองดานลาง  
ตั้งทิ้งไวใหบัฟเฟอรเคลื่อนที่ขึ้นมาเปนเวลาขามคืน 
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รูปที่ 3.1  แผนภาพแสดงการจัดวางชั้นตางๆของการยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยัง
ไนลอนเมมเบรนโดยวิธี Capillary transfer 
 
 ภายหลังจากการยายดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจลไปยังไนลอนเมมเบรน  ยกชั้นกระดาษที่อยู
เหนือไนลอนเมมเบรนออก แลวใชกรรไกรที่สะอาดตัดที่มุมดานหนึ่งเพื่อเปนการบงบอกถึงดาน
ของไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเออยู    นําไนลอนเมมเบรนมาใสในกลองลางดวย 2XSSC (ภาค
ผนวก ข11) โดยการเขยาเปนเวลา 15 นาที  จากนั้นนําไปซับใหแหงและทําการตรึงดีเอ็นเอใหติด
บนไนลอนเมมเบรนโดยการนําไนลอนเมมเบรนดานที่มีดีเอ็นเอไปเผยตอแสงอัลตราไวโอเลต 3 
นาที   เก็บไนลอนเมมเบรนไวที่อุณหภูมิหองไดนาน 6 เดือน 
 

3.6.3 ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยดีเอ็นเอติดตาม L1 
ทําพรีไฮบริไดเซชัน (prehybridization) โดยนําไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเอมาใสถุง

พลาสติกสําหรับไฮบริไดเซชันและผนึกดานขางใหสนิทดวยเครื่องผนึกที่ใชความรอนดังรูปที่ 3.2   
เติมสารละลาย DIG Easy Hyb (ภาคผนวก ข4) ซึ่งทําการอุนไวที่อุณหภูมิที่จะทําไฮบริไดเซชัน 
(อุณหภูมิ 42 Oซ) ปริมาตร 10 มิลลิลิตรตอ 100 ตารางเซนติเมตร    ไลฟองอากาศออกใหหมด  
จากนั้นผนึกปดใหสนิท    นําไปบมที่อุณหภูมิ 42 Oซ  เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที 

 

 
 

รูปที่ 3.2  ลักษณะการผนึกถุงพลาสติกสําหรับทําไฮบริไดเซชัน 
 
 



                                                                                                                                                                          36 
 

       เตรียมสารละลายดีเอ็นเอติดตาม L1 สําหรับการไฮบริไดซ  โดยเติมดีเอ็นเอติดตาม 
L1 ในสารละลาย DIG Easy Hyb ปริมาตร 5-10 ไมโครลิตร (ใหมีความเขมขน 5-25 นาโนกรัมตอ
สารละลาย DIG Easy Hyb ปริมาตร 1 มิลลิลิตร) ที่บรรจุอยูในหลอดพลาสติกฝาเกลียว (falcon 
tube) จากนั้นผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดเบาๆ  แลวนําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที 
เพื่อดีเนเจอรสายดีเอ็นเอติดตาม  ทําใหเย็นลงที่อุณหภูมิไฮบริไดซ 

       เมื่อทําพรีไฮบริไดเซชันเสร็จแลวตัดถุงพลาสติกออก   เทสารละลาย DIG Easy Hyb 
ทิ้ง แลวยายเมมเบรนมาที่ถุงพลาสติกใบใหม   จากนั้นทําการผนึกดานขางถุงตามวิธีเดิม   เทสาร
ละลายดีเอ็นเอติดตาม L1 ที่เตรียมไวขางตนลงไป    ไลฟองอากาศออกใหหมด   ปดผนึกดานบน 
2 คร้ัง   นําไปบมที่ อุณหภูมิ  42 Oซ   ดวยการเขยาเบาๆ  เปนเวลาขามคืน  (16-18 ชั่วโมง)            
สารละลายดีเอ็นเอติดตามที่ใชแลวสามารถนํากลับมาใชไดอีกหลายครั้งดวยการเก็บรักษาใน
หลอดพลาสติกฝาเกลียวที่อุณหภูมิ –20 Oซ เมื่อนํามาใชในครั้งตอไปใหเติมดีเอ็นเอติดตามเพิ่มอีก 
2-3 ไมโครลิตร และกอนใชตองทําการดีเนเจอรดีเอ็นเอติดตามที่อุณหภูมิ 68 Oซ เปนเวลา 10 นาที  
(ระวังอยาตมจนเดือดเพราะสารละลาย DIG Easy Hyb จะเสียสภาพ) 

      เมื่อเสร็จสิ้นไฮบริไดเซชันแลว  นําไนลอนเมมเบรนที่ไดมาลางดีเอ็นเอติดตามสวนเกิน
ออกโดยการนํามาใสในกลองพลาสติกแลวลางดีเอ็นเอติดตามที่จับกับไนลอนเมมเบรนดวยสาร
ละลาย 2XSSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ข13) ปริมาตร 30-50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิหอง  พรอมกับ
การเขยาเบาๆ เปนเวลา 15 นาที แลวเทสารละลายทิ้ง ทําซ้ํา 2 คร้ัง    จากนั้นลางอีก 2 ครั้งดวย 
0.5XSSC/0.1%SDS (ภาคผนวก ข12) ที่อุณหภูมิ 68 Oซ  เปนเวลา 15 นาที  แลวเทสารละลายทิ้ง   

      ตรวจหาตําแหนงดีเอ็นเอของ Rhizobium ที่ไฮบริไดซไดกับดีเอ็นเอติดตาม L1 ดวยวิธี 
Enzyme immunoassay โดยใชชุดติดฉลากและติดตามดีเอ็นเอ DIG High Prime Labeling and 
Detection Starter Kit I (Roche, Germany) (ภาคผนวก ข4) ตามวิธีของบริษัทผูผลิตดังนี้ (ทุกขั้น
ตอนทําที่อุณหภูมิหอง)   เร่ิมจากนําไนลอนเมมเบรนที่ลางดีเอ็นเอติดตามสวนเกินออกแลวมาลาง
ดวย maleic acid buffer (ภาคผนวก ข4) ในกลองพลาสติกโดยใชปริมาตรทวมไนลอนเมมเบรน  
เขยาเบาๆ เปนเวลา 5 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง   จากนั้นเติม blocking solution (ภาคผนวก ข4) 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที เทบัฟเฟอรทิ้ง แลวเติม antibody solution 
(Anti-DIG-AP conjugate) ที่ เตรียมโดยการเจือจาง Anti-DIG-AP conjugate (ภาคผนวก ข4) 
ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ใน blocking solution ปริมาตร 15 มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชในหลอด
พลาสติกฝาเกลียว) (เจือจาง 1 : 5,000) เขยาเบาๆ เปนเวลา 30 นาที  เทบัฟเฟอรทิ้ง  แลวลาง 
Anti-DIG-AP conjugate สวนเกินออกดวย maleic acid buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  เขยา
เบาๆ  เปนเวลา  15 นาที  เทบัฟเฟอรทิ้ ง ทําซ้ํา   2 คร้ัง   เติม  detection buffer ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เปนเวลา 5 นาที  เทบัฟเฟอรทิ้ง   จากนั้นเตรียมสับสเตรท NBT/BCIP (ภาค
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ผนวก ข4) โดยเจือจางสารละลายในหลอดที่ 5 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใน detection buffer 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (เตรียมกอนใชในหลอดพลาสติกฝาเกลียวที่หุมใหมืด) ยายไนลอนเมมเบรน
มาใสในถุงพลาสติกแลวติดผนึกดานขางเชนเดียวกับข้ันไฮบริไดซ   จากนั้นเทสับสเตรทที่เตรียมไว
ลงในถุง  ไลฟองอากาศออกแลวผนึกปดถุง   นําไปบมในที่มืด (หามเขยา)   ตั้งทิ้งไวจนกวาจะเกิด
แถบสีชัดเจน (ประมาณ 1 ชั่วโมง – 16 ชั่วโมง)   เมื่อเสร็จส้ินการบมกับสับสเตรทแลวนําเมมเบรน
ออกจากถุงพลาสติกมาลางในน้ํากลั่นปลอดประจุปลอดเชื้อ เปนเวลา 10 นาที  ซับและตากให
แหงจึงเก็บใสถุง 
 
3.7  โคลนชิ้นดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บริเวณเหนือขึ้นไปจาก acnE 
ที่ใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L1  
 

3.7.1 สกัดชิ้นดีเอ็นเอที่ใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L1 
       ตัดดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่เตรียมไวอยางสมบูรณดวย    

เรสทริกชันเอนไซม NcoI ตามวิธีในขอ 3.6.1.2   นําดีเอ็นเอที่ตัดไดไปทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟ
เรซิส   ตัดอะกาโรสเจลใหคลุมตรงบริเวณที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ใหสัญญาณกับดีเอน็เอติดตาม L1  โดย
เทียบผลจากการไฮบริไดซในขอ 3.6.3   จากนั้นสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลดวยวิธี 
Electroelution (Sambrook และ Russell, 2001) โดยลางถุงไดแอลิซิสที่ไดเตรียมตามภาคผนวก    
ข 31 ดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ   ปดปลายขางหนึ่งของถุงไวโดยใชตัวหนีบ (Clamp) นําอะกา
โรสเจลที่ตัดไวแลวใสลงในถุงไดแอลิซิส   เติมบัฟเฟอร 1XTAE ที่ปลอดเชื้อปริมาตรไมเกิน 400 
ไมโครลิตร   ไลฟองอากาศออกจากถุงใหหมดแลวปดปลายอีกขางที่เหลือ   จากนั้นทําอีเลคโทร
โฟรีซิสชิ้นเจลในบัฟเฟอร 1X TAE ที่ 100 โวลท เปนเวลา 1 ชั่วโมง   เพื่อใหดีเอ็นเอหลุดออกจาก
เจลมาอยูที่สารละลาย   จากนั้นกลับขั้วไฟฟาและทําอีเลคโทรโฟรีซิสซ้ําที่ 200 โวลท เปนเวลา 2 
นาที  เพื่อใหดีเอ็นเอที่ติดอยูกับถุงไดแอลิซิสหลุดออกมาอยูในสารละลาย   นําสารละลายที่ไดมา
ปนเพื่อกําจัดเอาเศษอะกาโรสเจลออกที่ 10,000 รอบเปนเวลา 1 นาที   ถายสารละลายดีเอ็นเอใน
บัฟเฟอร 1XTAE สูหลอดไมโครฟวจหลอดใหม    สกัดดวยฟนอล/คลอโรฟอรม /ไอโซเอมิล
แอลกอฮอลปริมาตรเทากับสารละลายดีเอ็นเอเริ่มตน   ผสมโดยการเขยาจนกระทั่งสารละลายเปน
อิมัลชัน   นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000  รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที   ถายเฉพาะสวนน้ําใส
ที่อยูเหนือตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลไปใสในหลอดไมโครฟวจ
หลอดใหม   ตกตะกอนดีเอ็นเอดวยเอธานอลโดยเติมโซเดียมอะซีเตทคาความเปนกรด-ดาง 5.2 
ความเขมขน 3 โมลาร (ภาคผนวก ข19) ปริมาตร 1/10 เทาของปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอสุดทาย   
ผสมใหเขากันแลวจึงเติม absolute ethanol ปริมาตร 2 เทาของปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอ      
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สุดทาย   ผสมใหเขากันแลวนําไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ –20  Oซ เปนเวลา 60 นาที หรือที่
อุณหภูมิ –70 Oซ เปนเวลา 30 นาที   นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ    
4 Oซ เปนเวลา 15 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง   จากนั้นลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอธานอล 70% โดยการ
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 Oซ เปนเวลา 5 นาที  เทสวนน้ําใสทิ้ง ทําซ้ํา 
2 คร้ัง  ระเหยเอธานอลจนแหงละลายกลับในน้ําบริสุทธิ์ปริมาตร 20 ไมโครลิตร   เก็บไวที่อุณหภูมิ 
-20 Oซ 

 
3.7.2  สกัดและทําพลาสมิดเวกเตอรใหบริสุทธิ์เพื่อการโคลน  

                   สกัดพลาสมิด pGEM-5Zf(+/-) (Promega, USA) จาก E. coli DH5α  ดวยชุดสกัด 
พลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) ตัดพลาสมิดอยาง
สมบูรณดวยเรสทริกชันเอนไซม  NcoI   จากนั้นนําพลาสมิดที่ตัดแลวมาสกัดดวยฟนอล /
คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลปริมาตรเทากับสารละลายดีเอ็นเอเริ่มตน   ผสมโดยการเขยา
จนกระทั่งสารละลายเปนอิมัลชัน   นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 
นาที   ถายเฉพาะสวนน้ําใสที่อยูเหนือตะกอนและชั้นฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลไป
ใสในหลอดไมโครฟวจหลอดใหม    ตกตะกอนพลาสมิดดวยเอธานอลโดยเติมโซเดียมอะซีเตทคา
ความเปนกรด-ดาง 5.2 ความเขมขน 3 โมลาร (ภาคผนวก ข19) ปริมาตร 1/10 เทาของปริมาตร
สารละลายดีเอ็นเอสุดทาย   ผสมใหเขากันแลวจึงเติม absolute ethanol ปริมาตร 2 เทาของ
ปริมาตรสารละลายดีเอ็นเอสุดทาย   ผสมใหเขากันแลวนําไปตกตะกอนที่อุณหภูมิ –20  Oซ เปน
เวลา 60 นาที หรือ ที่อุณหภูมิ –70 Oซ เปนเวลา 30 นาที  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 
รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 Oซ เปนเวลา 15 นาที เทสวนน้ําใสทิ้ง   ลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอธานอล 
70% โดยการปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 Oซ เปนเวลา 5 นาที   เทสวน
น้ําใสทิ้ง   ทําซ้ํา 2 ครั้ง  ระเหยเอธานอลจนแหง   ละลายพลาสมิดที่ไดใน Tris-HCl คาความเปน
กรด-ดางเทากับ 8.0 ดวยปริมาตรที่เหมาะสม (นอยกวาปริมาตรเริ่มตนกอนที่จะทําการสกัดดวย  
ฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล) 
 

3.7.3  การกําจัดหมูฟอสเฟสตรงปลายสายพลาสมิดเวกเตอร  
       กําจัดหมูฟอสเฟสตรงปลายสายพลาสมิดเวกเตอร เพื่อปองกันการเชื่อมกันเองของ

ปลายสายพลาสมิดเวกเตอรที่ถูกตัดใหเปนปลายเปดดวยเรสทริกชันเอนไซมแลว โดยใช Alkaline 
phosphatase (Promega, USA) ตามวิธีของบริษัทผูผลิต  โดยเริ่มจากการเจือจาง Alkaline 
phosphatase  จากหลอดตั้งตนความเขมขน 1 หนวยตอไมโครลิตร ใหไดความเขมขน 0.01 
หนวยตอไมโครลิตร  จากนั้นใชสวนผสมของการเจือจางดังนี้ 
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Alkaline phosphatase 1 หนวยตอไมโครลิตร     1 ไมโครลิตร 
10X บัฟเฟอร       10 ไมโครลิตร 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ      89 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากัน 

(ควรทําการเตรียมใหมกอนใชทุกครั้งหรือเก็บรักษาไวใชไดที่อุณหภูมิ –20 Oซ  ไมเกิน 1 สัปดาห) 
จากนั้นเตรียมสวนผสมของปฏิกิริยา (ปริมาตรสุทธิ 50 ไมโครลิตร) ดังนี้ 
พลาสมิดเวกเตอร pGEM-5Zf(+/-) ที่ตัดดวย                                  40 ไมโครลิตร 
เอนไซม NcoI จากขอ 3.7.2 (ประมาณ 1-5 ไมโครกรัม)               
10X บัฟเฟอร         5 ไมโครลิตร 
Alkaline phosphatase 0.01 หนวยตอไมโครลิตร     5 ไมโครลิตร 
 
      บมที่ อุณหภูมิ  37 Oซ  เปนเวลา  30 นาที   จากนั้น เติม  Alkaline phosphatase ที่     

เจือจางแลวความเขมขน 0.01 หนวยตอไมโครลิตร ปริมาตรเทาเดิมลงไปอีกครั้ง   บมที่อุณหภูมิ 
37 Oซ ตอไปอีกเปนเวลา 30 นาที  สกัดดวยฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอลและ       
ตกตะกอนดวยเอธานอลตามขั้นตอนขอ 3.7.2   ละลายพลาสมิดเวกเตอรดวยน้ําปลอดประจุ
ปลอดเชื้อในปริมาตรที่เหมาะสม (ปริมาตรนอยกวาปริมาตรเริ่มตน) 

 
3.7.4  ไลเกชัน (ligation) ชิ้นดีเอ็นเอเขากับพลาสมิดเวกเตอร 
       ไลเกทชิ้นดีเอ็นเอที่เตรียมไดในขอ 3.7.1 เขากับพลาสมิดเวกเตอร pGEM-5Zf(+/-) ที่

ตัดดวยเอนไซม NcoI และกําจัดหมูฟอสเฟสตรงปลายสายพลาสมิดเวกเตอรแลวในขอ 3.7.3   
ดวยไลเกส (ligase) (Promega, USA) ตามวิธีของบริษัทผูผลิต  โดยทําสวนผสมของปฏิกิริยา 
(ปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร)  ดังนี้ 

ชิ้นดีเอ็นเอที่เตรียมไดในขอ 3.7.1 ประมาณ 300 นาโนกรัม  3 ไมโครลิตร  
พลาสมิดเวกเตอร pGEM-5Zf(+/-) ตัดดวยเอนไซม  NcoI                1 ไมโครลิตร 
และกําจัดหมูฟอสเฟตตรงปลายพลาสมิดเวกเตอรแลว 
ประมาณ  50-200  นาโนกรัม   
10X ไลเกชันบัฟเฟอร       1 ไมโครลิตร 
T4 DNA ligase ความเขมขน 3 หนวยตอไมโครลิตร  1 ไมโครลิตร 
น้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ      5 ไมโครลิตร 
       ทําไลเกชันที่อุณหภูมิ 16 Oซ เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง (อัตราสวนระหวางชิ้นดีเอ็นเอ

แทรกสอดและพลาสมิดเวกเตอรสามารถแปรผันไดตามความเหมาะสมของปริมาณดีเอ็นเอ) 
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3.7.5 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากขอ 3.7.4 เขาสู E. coli  DH5α   และคัด 

เลือกทรานสฟอรแมนทที่มีชิ้นยีนที่ตองการอยูภายในชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอด 
 
  3.7.5.1  เตรียมคอมพีเทนตเซลล (competent cell)   

 เตรียมคอมพีเทนตเซลลโดยวิธี Calcium chloride (Sambrook และ Russell, 2001) 
โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของ E. coli DH5α  ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT (ภาคผนวก ก3) ปริมาตร 
5 มิลลิลิตร  แลวนําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลาขามคืน (16-18 ชั่วโมง)  เพื่อใชเปนหัวเชื้อ  
จากนั้นถายหัวเชื้อปริมาตร 700 ไมโครลิตร ไปยังอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT ปริมาตร 70 มิลลิลิตร 
ที่บรรจุใน arm flask   นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37 Oซ  จนกระทั่ง OD600 มีคาเทากับ 0.3-0.5   เตรียม
สารละลาย MgSO4/CaCl2 (เตรียมกอนใชและทุกขั้นตอนทําในอางน้ําแข็ง) โดยผสมน้ําปลอด
ประจุปลอดเชื้อที่เย็นปริมาตร 40 มิลลิลิตร เขากับสารละลาย CaCl2 ความเขมขน 1 โมลารที่
ปลอดเช้ือและเย็น ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ในหลอดพลาสติกฝาเกลียว   ผสมใหเขากันแลวตั้งทิ้งไว
ในอางน้ําแข็งใหไดอุณหภูมิ 4 Oซ   จากนั้นเติมสารละลาย  MgSO4 ความเขมขน 1 โมลารที่ปลอด
เชื้อและเย็น ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ผสมใหเขากันแลวเติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อที่เย็นเพื่อปรับ
ปริมาตรใหได 50 มิลลิลิตร   แชในอางน้ําแข็งจนกวาจะใช   เมื่อเซลลเจริญจนถึงคา OD600 ที่
ตองการใหถายเชื้อลงในหลอดเซนตริฟวจปลอดเชื้อปริมาตร 35 มิลลิลิตร ที่เย็น จํานวน 2 หลอด    
จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงตกตะกอนเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated 
centrifuge) ที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ความเร็วในการปนเหวี่ยง 4000 รอบตอนาที เปนเวลา 6 นาที (ตั้ง
แตขั้นตอนนี้ตองทําที่อุณหภูมิ 4 Oซ ตลอด) เทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง   เติมสารละลาย MgSO4/ CaCl2 
ที่เย็นปริมาตร 10.5 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลลแตละหลอด   กระจายตะกอนใหเขากับสาร
ละลาย MgSO4/ CaCl2 (หามใชเครื่องปนผสม)   แชหลอดเซนตริฟวจที่มีตะกอนเซลลและสาร
ละลาย MgSO4/ CaCl2 ในอางน้ําแข็ง  เปนเวลา 30-45 นาที   นําไปปนเหวี่ยงที่อุณหภูมิ 4 Oซ  
ความเร็ว 4000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  เทสวนน้ําใสทิ้ง     จากนั้นเติมสารละลาย 
MgSO4/ CaCl2 ที่เย็นปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลลอีกครั้ง  กระจายตะกอนใหเขากับ
สารละลาย MgSO4/ CaCl2    แชในอางน้ําแข็งเปนเวลา 45 นาที หรือมากกวา  แลวเตมิกลเีซอรอล
ปลอดเชื้อปริมาตร 875 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันเบาๆ  แบงใสในหลอดไมโครฟวจปลอดเชื้อที่เย็น
ปริมาตรประมาณหลอดละ 100-300 ไมโครลิตร  เก็บคอมพีเทนตเซลลไวที่อุณหภูมิ -70 Oซ 
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                   3.7.5.2  ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสูเซลลเจาบาน  

 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากขอ 3.7.4 เขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli  
DH5α  ดวยวิธี Heat shock (Sambrook และ Russell, 2001) ดังนี้   นําคอมพีเทนตเซลล E. coli  
DH5α ที่เก็บไวที่อุณหภูมิ -70 Oซ  มาแชในอางน้ําแข็งใหละลายชาๆ  ใสรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่
ไลเกทไวจากขอ 3.7.4 ทั้งหมดลงในคอมพีเทนตเซลล E. coli DH5α ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  
ผสมใหเขากันแลวนําไปบมในอางน้ําแข็งเปนเวลาอยางนอย 30 นาที   ทําการ heat shock ที่
อุณหภูมิ 42 Oซ เปนเวลา 90 วินาที  เมื่อครบเวลาใหแชลงในอางน้ําแข็งทันทีเปนเวลา 2 นาที  
แลวจึงเติมอาหารเหลว 2YT ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปในหลอดบรรจุเชื้อ และนําไปบมที่อุณหภูมิ 
37 Oซ  เปนเวลาอยางนอย 1 ชั่วโมง     

 
3.7.5.3 คัดเลือกทรานสฟอรแมนท (transformant) ที่มี รีคอมบิแนนทพลาสมิดที่

ตองการ 
      คัดเลือกโคโลนีของ E. coli  DH5α ที่มีรีคอมบิแนนทพลาสมิดซึ่งมีชิ้นยีนที่ตองการ

แทรกสอดอยูดวยวิธี  Blue/White selection (Sambrook และ  Russel, 2001)  ทําโดยนําสาร
ละลายแขวนลอยของ E. coli DH5α ที่ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดแลวจากขอ 3.7.5.2   
นําเซลลปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาเกลี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่ผสมสารปฏิชีวนะแอมพิ
ซิลลิน  ความเขมขนสุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ซึ่งผานการเกลี่ยบนผิวอาหารดวย X-gal 
(5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาค
ผนวก ข27) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) ความเขมขน 
0.1 โมลาร (ภาคผนวก ข28) ปริมาตร 7 ไมโครลิตร  เก็บอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมไดไวในที่มืด  หลัง
จากเกลี่ยเชื้อ บมที่อุณหภูมิ 37 Oซ  เปนเวลาขามคืน  

      คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีน  โดยคัด
เลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวมาสกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิด  เพาะเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 
จํานวน 10 โคลนตอ 1 หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ  นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลาขามคืน  แลวนํา
มาสกัดดวยวิธี Alkaline lysis (Sambrook และ Russell, 2001) ดังขั้นตอนตอไปนี้    ถายเชื้อ
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดไมโครฟวจ   นําไปปนเหวี่ยงเปนเวลา 2 นาที ที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที  เทสวนน้ําใสทิ้งใหหมด  นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมสารละลาย I (ภาคผนวก 
ข26) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  กระจายตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง   จากนั้นเติม
สารละลาย II (ภาคผนวก ข26) ที่เตรียมใหมปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันดวยการกลับ
หลอด 2-3 ครั้ง  ตั้งทิ้งไวในอางน้ําแข็ง   เติมสารละลาย III (ภาคผนวก ข26) ที่เย็น  ปริมาตร 150 
ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันดวยการกลับหลอด 2-3 คร้ัง  ตั้งทิ้งไวในอางน้ําแข็งเปนเวลา 3-5 นาที  
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นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที  ถายเฉพาะสวนน้ําใสที่อยูเหนือ
ตะกอนมาประมาณ 400 ไมโครลิตรแลวเติมเอธานอล 95 % ที่เย็นจัดปริมาตร 2 เทาของสวนน้ําใส  
กลับหลอดไปมา  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ –20 Oซ หนึ่งชั่วโมงหรือที่อุณหภูมิ –70 Oซ คร่ึงชั่วโมง  แลวนํา
ไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที  เทสวนของเอธานอล 95 % ทิง้  ปน
ลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยเอธานอล 70% ที่เย็นจัดปริมาตรประมาณ  500  ไมโครลิตร ทําซ้ํา 2 
คร้ัง  โดยการปนลางเก็บตะกอนเปนเวลา 5 นาที คอยๆเทสวนน้ําใสทิ้ง   ระเหยเอธานอลจนแหง
แลวละลายตะกอนดีเอ็นเอในบัฟเฟอร TE ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และใส RNase A  ความเขมขน 
10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เพื่อกําจัดอารเอ็นเอออก  เก็บที่อุณหภูมิ –20 0ซ 

นํารีคอมบิแนนทพลาสมิดที่สกัดไดมาทําการคัดเลือกดวยวิธี Dot blot hybridization 
(Sambrook และ Russell, 2001)   โดยตีตารางลงบนไนลอนเมมเบรนและระบุตําแหนงโคลนให
ชัดเจน   แชไนลอนเมมเบรนในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อเพื่อไลฟองอากาศออก   ระหวางนั้นตม    
รีคอมบิแนนทพลาสมิดในน้ําเดือดเปนเวลา 10 นาที   ทําใหเย็นลงทันทีโดยแชในอางน้ําแข็ง  นํา
เมมเบรนออกจากน้ําแลวตั้งทิ้งไวใหเมมเบรนแหงหมาด   จากนั้นนํารีคอมบิแนนทพลาสมิดดัง
กลาวมาหยดลงบนแตละชองที่ระบุตําแหนงไวคร้ังละ 1 ไมโครลิตร   รอใหแหงแลวหยดซ้ําจนครบ 
3-5 ไมโครลิตร   โดยใชรีคอมบิแนนทพลาสมิด pWT เปนตัวควบคุมผลบวก (positive control)  
และพลาสมิด pGEM-5Zf(+/-) เปนตัวควบคุมผลลบ (negative control)   เมื่อหยดตัวอยางครบ
ตามตองการแลว   นําเมมเบรนดานที่มีดีเอ็นเอไปเผยตอแสงอัลตราไวโอเลตประมาณ 3 นาที  
เพื่อตรึงดีเอ็นเอใหติดกับเมมเบรน   แลวนําไปไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L1 ดวยวิธีตามขอ 
3.6.3  เมื่อไดกลุมโคลนที่ใหผลบวกกับดีเอ็นเอติดตามแลว   นํากลุมโคลนมาสกัดแยกรีคอมบิ
แนนทพลาสมิดของแตละโคลนแลวนําไปตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมที่จดจําบริเวณที่โคลน 
(cloning site) เพื่อแยกชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดออกจากพลาสมิดเวกเตอร   จากนั้นนําไปทํา 
Southern hybridization ดวยดีเอ็นเอติดตาม L1  ตามวิธีการและขั้นตอนที่กลาวไวแลวในขอ  
3.6.3     
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3.8 คนหายีนที่ เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนบนจีโนมิกดีเอ็นเอของ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บริเวณเหนือขึ้นไปจาก acnE ดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน 
(hybridization) กับดีเอ็นเอติดตาม L2 L3 หรือ L4 
 
            3.8.1 เตรียมดีเอ็นเอติดตาม (DNA probe)  

       เตรียมดีเอ็นเอติดตาม L2  จากพลาสมิด pC23  โดยสกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาส
มิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข 3)  ตามวิธีขอ 
3.6.1.1  ตัดพลาสมิด pC23 ดวยเรสทริกชันเอนไซม SphI-ClaI อยางสมบูรณ   ตามวิธีในขอ 
3.6.1.2  ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส   สกัดแยกชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 430 bp ออกจาก
เจล  จากนั้นทําการติดฉลากดวย DIG โดยใชชุดสําเร็จตามวิธีการดังที่ไดกลาวมาแลวในขอ 
3.6.1.3 

       เตรียมดีเอ็นเอติดตาม L3  จากพลาสมิด pEC120  โดยสกัดพลาสมิดดวยชุดสกัด 
พลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข 3)  ตาม
วิธีขอ 3.6.1.1  ตัดพลาสมิด pEC120 ดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-ClaI อยางสมบูรณ  ตามวิธี
ในขอ 3.6.1.2  ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส   สกัดแยกชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1200 bp 
ออกจากเจล  จากนั้นทําการติดฉลากดวย DIG โดยใชชุดสําเร็จตามวิธีการดังที่ไดกลาวมาแลวใน
ขอ 3.6.1.3 

       เตรียมดีเอ็นเอติดตาม L4  จากพลาสมิด pE16  โดยสกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาส
มิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข 3) ตามวิธีขอ 
3.6.1.1  ตัดพลาสมิด pE16 ดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-ClaI อยางสมบูรณ  ตามวิธีในขอ 
3.6.1.2  ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส   สกัดแยกชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 250 bp ออกจาก
เจล  จากนั้นทําการติดฉลากดวย DIG โดยใชชุดสําเร็จตามวิธีการดังที่ไดกลาวมาแลวในขอ 
3.6.1.3 

 
            3.8.2  เตรียมไนลอนเมมเบรนที่มีจีโนมิกดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
สําหรับการไฮบริไดซ 

       ตัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 อยางสมบูรณดวยเรสทริก
ชันเอนไซมชนิดตางๆที่เหมาะสม  จากนั้นทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสแลวยายดีเอ็นเอจาก 
อะกาโรสเจลไปสูไนลอนเมมเบรนตามขั้นตอนและวิธีการดังที่ไดกลาวไวแลวในขอ 3.6.2 
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3.8.3  ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยดีเอ็นเอติดตาม 
L2 L3 หรือ L4  

       นําไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเอจากขอ 3.8.2 มาไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L2 L3 
หรือ L4 ตามขั้นตอนและวิธีการดังที่ไดกลาวไวแลวในขอ 3.6.3   
 
3.9 โคลนชิ้นดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บริเวณเหนือขึ้นไปจาก acnE 
ที่ใหสัญญาณไฮบริไดเซชันกับดีเอ็นเอติดตาม L2 L3 หรือ L4 
 

3.9.1  ไลเกทชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการเขายังพลาสมิดเวกเตอรและทรานสฟอรมรีคอมบิแนนท 
พลาสมิดเขาสู E. coli  DH5α  

       เตรียมชิ้นดีเอ็นเอซึ่งเกิดสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L2 L3 หรือ L4 ตามวิธี
ขอ 3.7 โดยนําดีเอ็นเอของ Rhizobium ที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI-ClaI  EcoRI หรือ ClaI (สําหรับ 
L2 L3 และ L4 ตามลําดับ) ไปทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส  ตัดอะกาโรสเจลใหคลุมตรง
บริเวณที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ใหสัญญาณกับดีเอ็นเอติดตาม L2  L3 หรือ L4 โดยเทียบผลจากการไฮบริ
ไดซในขอ 3.8.3  สกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลดวยวิธี Electroelution ตามวิธีขอ 3.7.1 

       เตรียมพลาสมิด pBluescript KS(+/-) ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม  EcoRI-ClaI 
(สําหรับ L2)  pGEM-11Zf(+/-) ที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI (สําหรับ L3) หรือ pBluescript KS(+/-) 
ที่ตัดดวยเอนไซม ClaI (สําหรับ L4)  นําไปทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสและทําการสกัดแยก 
พลาสมิดเวกเตอรเฉพาะชิ้นใหญออกจากอะกาโรสเจลเพื่อนํามาใชในการโคลน   ทําการเชื่อมตอ
ชิ้นดีเอ็นเอเขากับพลาสมิดเวกเตอรที่เตรียมไวและทรานสฟอรมเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli 
DH5α ที่เตรียมไวตามวิธีขอ 3.7.5 
 

3.9.2  คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการแทรกสอดอยู 
       คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่ตองการดวยวิธี Blue/White selection  ตามวิธีขอ 

3.7.5.3   คัดเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวมาสกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดโดยขั้นตอนลงเชื้อกอนสกัด 
พลาสมิดจะทําการผสมเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB จํานวน 10 โคลนตอ 1 หลอดอาหารเลี้ยง
เชื้ อ   นําไปบมที่ อุณหภูมิ  37 Oซ  เปน เวลาขามคืน  แลวนํ ามาสกัดด วยวิธี  Alkaline lysis 
(Sambrook และ Russell, 2001) ตามขอ 3.7.5.3  

       นํารีคอมบิแนนทพลาสมิดที่สกัดไดมาทําการคัดเลือกดวยวิธี Dot blot hybridization 
(Sambrook และ Russell, 2001) ตามขอวิธี 3.7.5.3   โดยหลังจากหยดตัวอยางครบตามตองการ
แลว   นําเมมเบรนดานที่มีดีเอ็นเอไปเผยตอแสงอัลตราไวโอเลตประมาณ 3 นาที   เพื่อตรึงดีเอ็นเอ
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ใหติดกับเมมเบรน   จากนั้นนําไปไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L2 L3 หรือ L4  ตามวิธีขอ 3.6.3 
เมื่อคัดเลือกกลุมโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการไดแลว   นํามาสกัดแยกรีคอมบิแนนทพลาสมิดของ
แตละโคลน   แยกชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดออกจากพลาสมิดเวกเตอรโดยตัดพลาสมิดดวยเรสทริกชัน
เอนไซมที่เหมาะสม   จากนั้นนําไปทํา Southern hybridization กับดีเอ็นเอติดตาม L2 L3 หรือ L4  
ตามวิธีขอ 3.6.3     
 
3.10 หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนจากรีคอมบิ
แนนทพลาสมิด   

หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยหนวย
บริการชีวภาพ (BSU) สํานักงานพฒันาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) ซึ่งตัวอยาง 
ดีเอ็นเอที่ใชในการหาลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวคือ รีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่
ตองการแทรกสอดอยูโดยสกัดจาก E. coli DH5α  ดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep 
Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) แลวละลายดี เอ็นเอดวยน้ํ าปลอดประจุปลอดเชื้อ         
หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนจากรีคอมบิแนนทพลาส
มิด  โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดเวกเตอร  หรือใชไพรเมอรที่
จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบางสวนที่ทราบขอมูลแลวกอนหนานี้   

      เมื่อไดขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกครบถวนแลวจึงนําไป
วิเคราะหหาการจัดเรียงตัวของยีน กรอบอานรหัสเปด (Open Reading Frame, ORF) ในการถอด
รหัสของยีนเปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยใชการวิเคราะหดวย
โปรแกรม DNASIS หาความเหมือนและบริเวณที่คาดวาจะเปนกรอบอานรหัสเปดดวยโปรแกรม 
BlastX version 2.2.6 ซึ่งเปนโปรแกรมที่จะเปลี่ยนลําดับนิวคลีโอไทดใหเปนลําดับกรดอะมิโนแลว
จึงนําขอมูลสวนที่เปนลําดับกรดอะมิโนที่ไดไปเปรียบเทียบกับขอมูลที่เปนลําดับกรดอะมิโนของยีน
ที่มีอยูใน GenBank 
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3.11 คนหายีนที่ เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนบนจีโนมิกดีเอ็นเอของ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บริเวณถัดลงมาจาก acnK ดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน 
(hybridization) กับดีเอ็นเอติดตาม R1 หรือ R2 
  

3.11.1  เตรียมดีเอ็นเอติดตาม (DNA probe)  
       เตรียมดีเอ็นเอติดตาม R1 จากพลาสมิด pWT  โดยสกัดพลาสมิดดวยชุดสกัด    

พลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข 3)  ตาม
วิธีขอ 3.6.1.1  ตัดพลาสมิด pWT ดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-HindIII อยางสมบูรณ  ตามวิธี
ในขอ 3.6.1.2  ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส   สกัดแยกชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 825 bp 
ออกจากเจล   จากนั้นทําการติดฉลากดวย DIG โดยใชชุดสําเร็จตามวิธีการดังที่ไดกลาวมาแลวใน
ขอ 3.6.1.3 

       เตรียมดีเอ็นเอติดตาม R2 จากพลาสมิด pEBR25  โดยสกัดพลาสมิดดวยชุดสกัด 
พลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข 3) ตาม
วิธีขอ 3.6.1.1  ตัดพลาสมิด pEBR25 ดวยเรสทริกชันเอนไซม HindIII-BamHI อยางสมบูรณ  
ตามวิธีขอ 3.6.1.2  ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส  สกัดแยกชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 400 bp 
ออกจากเจล   จากนั้นทําการติดฉลากดวย DIG โดยใชชุดสําเร็จตามวิธีการดังที่ไดกลาวมาแลวใน
ขอ 3.6.1.3 

 
3.11.2  เตรียมไนลอนเมมเบรนที่มีจีโนมิกดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 

สําหรับการไฮบริไดซ 
       ตัดจีโนมิกดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 อยางสมบูรณดวยเรสทริก

ชันเอนไซมชนิดตางๆที่เหมาะสม    ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสแลวยายดีเอ็นเอจากอะกาโรส
เจลไปสูไนลอนเมมเบรนตามวิธีขอ 3.6.2 

 
3.11.3  ไฮบริไดเซชันดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยดีเอ็นเอติดตาม

R1 หรือ R2   
       นําไนลอนเมมเบรนที่มีดีเอ็นเอจากขอ 3.11.2 มาไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม R1 

หรือ R2 ตามวิธีขอ 3.6.3  
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3.12  โคลนชิ้นดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บริเวณถัดลงมาจาก acnK ที่
ใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม R1 หรือ R2 
 

3.12.1  ไลเกทชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการเขายังพลาสมิดเวกเตอรและทรานสฟอรมรีคอมบิแนนท 
พลาสมิดเขาสู E. coli  DH5α  

       เตรียมชิ้นดีเอ็นเอซึ่งเกิดสัญญาณกับดีเอ็นเอติดตาม R1 หรือ R2 ตามวิธีขอ 3.7  
โดยนําดีเอ็นเอของ Rhizobium ที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI-BamHI หรือ HindIII-EcoRI (สําหรับ R1 
และ R2 ตามลําดับ) มาทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส  ตัดอะกาโรสเจลใหคลุมตรงบริเวณที่มี
ชิ้นดีเอ็นเอที่ใหสัญญาณกับดีเอ็นเอติดตาม  โดยเทียบผลจากการไฮบริไดซในขอ 3.11.3  สกัดดี
เอ็นเอออกจากอะกาโรสเจลดวยวิธี Electroelution ตามวิธีขอ 3.7.1     

       เตรียมพลาสมิด pGEM-11Zf(+/-) ที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI-BamHI (สําหรับ R1) 
และ HindIII-EcoRI (สําหรับ R2) นําไปทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสและสกัดแยกพลาสมิด 
เวกเตอรเฉพาะชิ้นใหญออกจากอะกาโรสเจลเพื่อนํามาใชในการโคลน   ทําการเชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอ
เขากับพลาสมิดเวกเตอรที่เตรียมไวและทรานสฟอรมเขาสูคอมพีเทนตเซลล E. coli DH5α ที่
เตรียมไวตามวิธีขอ 3.7.5 

 
3.12.2  คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการแทรกสอดอยู 
      คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการแทรกสอดอยูดวยวิธี Blue/White 

selection ตามวิธีที่กลาวไวในขอ 3.7.5.3   เลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวมาสกัดรีคอมบิแนนทพลาส
มิดโดยขั้นตอนลงเชื้อกอนสกัดพลาสมิดจะทําการผสมเชื้อในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB จํานวน 10 
โคลนตอ 1 หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ  นําไปบมที่อุณหภูมิ 37 Oซ เปนเวลาขามคืน  แลวนํามาสกัด
ดวยวิธี Alkaline lysis (Sambrook และ Russell, 2001) ตามวิธีขอ 3.7.5.3 

      นํารีคอมบิแนนทพลาสมิดที่สกัดไดมาทําการคัดเลือกดวยวิธี Dot blot hybridization 
(Sambrook และ Russell, 2001) ตามวิธีขอ 3.7.5.3   โดยหลังจากหยดตัวอยางครบตามตองการ
แลว   นําเมมเบรนดานที่มีดีเอ็นเอไปเผยตอแสงอัลตราไวโอเลตประมาณ 3 นาที   เพื่อตรึงดีเอ็นเอ
ใหติดกับเมมเบรน   จากนั้นนําไปไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม R1 หรือ R2 ตามวิธีขอ 3.6.3      
เมื่อคัดเลือกกลุมโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการไดแลว   นํามาสกัดแยกรีคอมบิแนนทพลาสมิดของ
แตละโคลน   แยกชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดออกจากพลาสมิดเวกเตอรโดยตัดพลาสมิดดวยเรสทริกชัน
เอนไซมที่เหมาะสม   จากนั้นนําไปทํา Southern hybridization กับดีเอ็นเอติดตาม R1 หรือ R2  
ตามวิธีขอ 3.6.3     
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    หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยหนวย
บริการชีวภาพ (BSU) สํานักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) ซึ่งตัวอยาง 
ดีเอ็นเอที่ใชในการหาลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวคือ รีคอมบิแนนทพลาสมิดที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่
ตองการแทรกสอดอยูโดยสกัดจาก E. coli DH5α  ดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep 
Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) แลวละลายดี เอ็นเอดวยน้ํ าปลอดประจุปลอดเชื้อ         
หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนจากรีคอมบิแนนทพลาส
มิดโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิดเวกเตอร  หรือใชไพรเมอรที่
จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบางสวนที่ทราบขอมูลแลวกอนหนานี้   

      เมื่อไดขอมูลของลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกครบถวนแลวจึงนําไป
วิเคราะหหาการจัดเรียงตัวของยีน  กรอบอานรหัสเปด (Open Reading Frame, ORF) ในการ
ถอดรหัสของยีนเปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดยใชการวิเคราะหดวย
โปรแกรม DNASIS หาความเหมือนและบริเวณที่คาดวาจะเปนกรอบอานรหัสเปดดวยโปรแกรม 
BlastX version 2.2.6 ซึ่งเปนโปรแกรมที่จะเปลี่ยนลําดับนิวคลีโอไทดใหเปนลําดับกรดอะมิโนแลว
จึงนําขอมูลสวนที่เปนลําดับกรดอะมิโนที่ไดไปเปรียบเทียบกับขอมูลที่เปนลําดับกรดอะมิโนของยีน
ที่มีอยูใน GenBank 
 
 



 บทที่  4 
 

ผลการทดลอง 
 

 Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 สามารถยอยสลายอะซีแนพธิลีนและแนพธาลีนเปน
แหลงคารบอนและพลังงาน  รวมทั้งสามารถยอยสลายฟแนนทรีน  ฟลูออรีน  และอะซีแนพธีนรวม
กับอะซีแนพธิลีนเพื่อใชในการเจริญ    แตไมสามารถเปลี่ยนอินโดล (indole) ไปเปนอินดิโก 
(indigo) ได (ศรัลยา แพงไตร, 2543)   ดังนั้นจึงไมสามารถคัดแยกยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย 
อะซีแนพธิลีนจากสายพันธุนี้ดวยการโคลนยีนโดยวิธีสรางหองสมุดยีนแบบ Shot-gun  เนื่องจาก
ไมมีระบบคัดเลือกโคลนที่เหมาะสม   ธัญนุช  เกรียงไกรพิพัฒน (2544) จึงไดทําการกลายพันธุ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยทรานสโปซอน Tn5 โดยวิธีคอนจูเกชันไดสายพันธุกลาย
ตางๆที่มีความบกพรองในการยอยสลายอะซีแนพธิลีน   ทิพวรรณ  ลอรัตนไชยยงค (2545) ไดนํา
สายพันธุกลาย E11 มาหายีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนดวยเทคนิคเซาทเธอรน 
ไฮบริไดเซชันโดยมีทรานสโปซอน Tn5 เปนตัวติดตาม  จากนั้นสรางดีเอ็นเอติดตามขนาด 430 bp 
จากยีนขางเคียง Tn5 ของสายพันธุกลาย E11   ตั้งชื่อดีเอ็นเอติดตามนี้วา ดีเอ็นเอติดตาม AE 
(AE-probe) เมื่อนําไปติดตามใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ไดรีคอมบิแนนทพลาสมิด 
pWT ซึ่งมีการเรียงตัวของยีนและแผนที่เรสทริกชันแสดงดังรูปที่ 4.1   พบยีนที่เกี่ยวของกับการ
ยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 คือ acnE ซึ่งมีลําดับกรดอะมิโน
เหมือนกับไฮดราเทส-อัลโดเลสที่ประมวลรหัสโดย phnE ของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 
เทากับ 38% และ acnK  ซึ่งมีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับ 2-คารบอกซีเบนซัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนสที่
ประมวลรหัสโดย phdK ของ Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 เทากับ 46%  

จากงานวิจัยขางตนพบวามี 2 ORF ที่ยังมีลําดับนิวคลีโอไทดไมสมบูรณและยังไมมีขอมูล
ของยีนอื่นที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีน   งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะหาลําดับ 
นิวคลีโอไทดที่เหนือข้ึนไปจาก ORF1 หรือถัดลงมาจาก ORF5  โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีนที่ทราบแลวเปนตัวติดตามยีนอื่นๆที่อยูขางเคียงดวยเทคนิคเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันกับ    
ดีเอ็นเอติดตามที่สรางขึ้นในการทดลองนี้  
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4.1 คนหายีนที่ เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนบนจีโนมิกดีเอ็นเอของ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บริเวณเหนือขึ้นไปจาก acnE ดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน 
(hybridization) กับดีเอ็นเอติดตาม L1 ที่สรางจากพลาสมิด pWT 
 หาตําแหนงที่เหมาะสมสําหรับการสรางดีเอ็นเอติดตามที่จําเพาะกับยีนบริเวณเหนือข้ึนไป
จาก acnE  โดยพิจารณาจากขอมูลแผนที่เรสทริกชันของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pWT 
(ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 2545) แสดงในรูปที่ 4.1   

 
รูปที่ 4.1 แผนที่เรสทริกชันเอนไซมของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pWT และ
บริเวณสีแดงแสดงสวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ใชสรางดีเอ็นเอติดตาม L1 

  
เตรียมดีเอ็นเอติดตาม L1 จากพลาสมิด pWT   โดยสกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิด

ปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) (ภาคผนวก  ข 3)  ตามวิธีขอ 
3.6.1.1  ตัดพลาสมิด pWT ดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI-EcoRI อยางสมบูรณ  ตามวิธีในขอ 
3.6.1.2  ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส   สกัดแยกชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 480 bp ออกจาก
เจล   จากนั้นทําการติดฉลากดวย DIG โดยใชชุดสําเร็จตามวิธีการดังที่ไดกลาวมาแลวในขอ 
3.6.1.3 
 นําดีเอ็นเอติดตาม L1 มาไฮบริไดซกับจีโนมิกดีเอ็นเอของสายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวยเรส 
ทริกชันเอนไซมตางๆในสภาพความเขมงวดสูง (high stringency)  ผลการไฮบริไดซไดแสดงในรูป
ที่ 4.2  จากผลการทดลองพบวาดีเอ็นเอของ  Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวยเรสทริก
ชันเอนไซมชนิดตางๆเกิดสัญญาณจากการไฮบริไดซในชองวิ่งที่ 6, 8, 9, 10 และ 11 ซึ่งชิ้นดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 2800 bp ในชองวิ่งที่ 6 และ 8 นาจะเกิดจากการตัดดวยเอนไซม NcoI เพียงชนิด
เดียว   สวนชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 2300 bp ในชองว่ิงที่ 9 10 และ11 นาจะเกิดจากการตัด
ดวยเอนไซม EcoRI เพียงชนิดเดียว  สําหรับในชองวิ่งอื่นที่ไมเกิดสัญญาณจากการไฮบริไดซนั้น  
นาจะเกิดจากชิ้นดีเอ็นเอที่เกิดจากการตัดดวยเอนไซมเหลานั้นและใหสัญญาณกับดีเอ็นเอติดตาม 
L1 อาจมีขนาดใหญมาก  ทําใหเคลื่อนที่ผานอะกาโรสเจลมาสูเมมเบรนไดลําบาก  และพลาสมิด 
pWT ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI-EcoRI (ตัวควบคุมผลบวก) ใหสัญญาณที่ขนาด
ประมาณ 480 bp 
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10.0 

 
 
 
 
 
 
 

 
                           ก.)                                      ข.) 

รูปที่ 4.2 ก) ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวย
เรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆที่เหมาะสม 

  ข) สัญญาณจากเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม L1 
ชองวิ่งที่ 1 และ15    1 kb DNA ladder 
ชองวิ่งที่ 2 และ14    พลาสมิด pWT ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-BamHI  

      (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองวิ่งที่ 3-13          ดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวยเรสทริกชัน     
                              เอนไซมชนิดตางๆ 
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4.2 โคลนชิ้นดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บริเวณเหนือขึ้นไปจาก acnE 
ที่ใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L1  
 

จากผลการทดลองในขอ 4.1 ทําใหทราบตําแหนงดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1 ที่ใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L1  ในที่นี้ไดเลือกสัญญาณที่เกิดจากการตัด
ดวยเอนไซม NcoI ซึ่งใหสัญญาณขนาดประมาณ 2.3 kb เพื่อการโคลน   โดยการเชื่อมช้ินดีเอ็นเอ
บริเวณที่เกิดสัญญาณดังกลาวเขายังพลาสมิด pGEM-5Zf(+/-)   จากนั้นทรานสฟอรมเขาสู E. 
coli DH5α   คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในบริเวณ
ดังกลาวดวยวิธี Blue/White selection โดยจะคัดเลือกเฉพาะโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก 
(insert) เชื่อมกับพลาสมิดเวกเตอรซึ่งจะใหโคโลนีสีขาวและตานตอสารปฏิชีวนะแอมพซิลิลิน  ในที่
นี้ไดคัดเลือกโคลนที่มีลักษณะดังกลาวมาทดสอบจํานวน 250 โคลน   จากนั้นเพาะเลี้ยงโคลน 10 
โคลน ตออาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 1 หลอด   สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากแตละหลอดอาหาร
เลี้ยงเชื้อ (1 ตัวอยางของรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่สกัดไดนั้นประกอบดวยรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่
ไดมาจาก 10 โคลน)   จากนั้นนําพลาสมิดเหลานั้นมาทํา Dot blot hybridization ดวยดีเอ็นเอติด
ตาม L1 ตามวิธีการที่ไดกลาวไวแลวในขอ 3.7.5.3   ผลของสัญญาณจากการไฮบริไดซเปนไปตาม
รูปที่ 4.3  จากสัญญาณที่ปรากฏขึ้นแสดงวามีโคลนที่มีชิ้น ดีเอ็นเอที่ตองการ (positive clone) อยู
ในกลุมตัวอยาง 5 กลุม คือ  B6, C3, C5, D1 และ E1    
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                            1      2      3      4      5       6    

 
 
รูปที่ 4.3 ภาพแสดงการทํา Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคลนที่
ไดจากสายพันธุ CU-A1 ดวยดีเอ็นเอติดตาม L1 

ชองที่ A1 และ E6   พลาสมิด pWT (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที่ A2 และ E5   พลาสมิด pGEM-5Zf(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที่ A3-E3          รีคอมบิแนนทพลาสมิดโคลนที่คัดเลือก 10 โคลนตอ 1 ชองตัวอยาง 

  
ในที่นี้ไดทําการคัดเลือกตัวอยางกลุม C3 มาคัดแยกใหไดโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ 

โดยแยกเพาะเลี้ยงแตละโคลนในอาหารเลี้ยงเชื้อและสกัดพลาสมิดดวยวิธี Alkaline lysis  จากนั้น
ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-BamHI ซึ่งเปนเอนไซมที่สามารถตัดในบริเวณของตัวติดตาม 
L1   ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสและไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L1 อีกครั้ง  พบวาโคลนที่ 3 
ในชองวิ่งที่ 4 ใหผลบวก  แสดงวาโคลนดังกลาวนาจะมีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก NcoI ขนาดประมาณ 
2.3 kb เชื่อมกับพลาสมิด pGEM-5Zf(+/-) ตั้งชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดนี้วา พลาสมิด pC23 

 
 
 
 
 
 
 
 

A 

B 

C 

D

E 
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กิโลเบส 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
                                   ก.)                                      ข.) 
รูปที่ 4.4 ภาพแสดงเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากตัวอยาง
กลุม C3   
ก) ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของโคลนตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-BamHI 
ข) ภาพไนลอนเมมเบรนที่ใหสัญญาณจากการไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม L1 

ชองวิ่งที่ 1 และ 13  1 kb DNA ladder 
ชองวิ่งที่ 2-11      รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนที่ 1-10 ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม  

                                         EcoRI-BamHI 
ชองวิ่งที่ 12          พลาสมิด pWT ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-BamHI 

                                         (ตัวควบคมุผลบวก) 
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1.0 

4.0 

1.5 

 
 

ทําการตัดพลาสมิด pC23 ดวยเรสทริกชันเอนไซมบางชนิด (รูปที่ 4.5) เพื่อทราบการจัด
เรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด 
  
 
 
 

            

 
 
รูปที่ 4.5  ภาพอะกาโรสที่มีดีเอ็นเอของพลาสมิด pC23 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิด
ตางๆ เพื่อหาตําแหนงเรสทริกชันเอนไซมในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก 

ชองวิ่งที่ 1     1 kb DNA ladder 
ชองวิ่งที่ 2     พลาสมิด pGEM-5Zf(+/-) ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม NcoI 
ชองวิ่งที่ 3-8  พลาสมิด pC23 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ 
ชองวิ่งที่ 9     พลาสมิด pC23  
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4.3 หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนจากรีคอมบิ
แนนทพลาสมิด pC23 
 

จากการหาลําดับนิวคลีโอไทด  (sense และ antisense strands) โดยใชทั้ งวิธี primer 
walking ซึ่งเปนการออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดสวนที่ทราบแลวเพื่อหา
ลําดับนิวคลีโอไทดตอจากบริเวณดังกลาวและอีกวิธีหนึ่งคือ การหาลําดับนิวคลีโอไทดดวย 
universal primer ที่จําเพาะกับปลายดานใดดานหนึ่งของพลาสมิดเวกเตอรในรีคอมบิแนนท 
พลาสมิด   ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดที่อยูภายในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกของรีคอมบิแนนท 
พลาสมิด pC23 ขนาด  2.3 kb ไดแสดงไวในรูปที่ 4.37  ตั้งแตลําดับนิวคลีโอไทดที่ 2098-4408   
จากนั้นนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปหาตําแหนงจดจําการตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิด
ตางๆดวยโปรแกรม DNASIS  สามารถเขียนแผนที่การเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกดังแสดงใน
รูปที่ 4.6   
 

 
 

รูปที่ 4.6 แผนที่แสดงลักษณะการเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pC23 
บริเวณสีขาวแสดงสวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ยังไมทราบลําดับนิวคลีโอไทดและบริเวณสีเทา
แสดงสวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ทราบลําดับนิวคลีโอไทดแลว 
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4.4 คนหายีนที่ เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนบนจีโนมิกดีเอ็นเอของ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บริเวณเหนือขึ้นไปจาก acnE ดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน 
(hybridization) กับดีเอ็นเอติดตาม L2 ที่สรางจากพลาสมิด pC23 

 
เตรียมดีเอ็นเอติดตาม L2 จากพลาสมิด pC23  โดยพิจารณาจากขอมูลแผนที่เรสทริกชัน

ของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pC23 แสดงในรูปที่ 4.7   
 

 
 

รูปที่ 4.7 แผนที่เรสทริกชันเอนไซมของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pC23 และ
บริเวณสีแดงแสดงสวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ใชสรางดีเอ็นเอติดตาม L2 
 

สกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, 
Germany) (ภาคผนวก ข 3)  ตามวิธีขอ 3.6.1.1  ตัดพลาสมิด pC23 ดวยเรสทริกชันเอนไซม 
SphI-ClaI อยางสมบูรณ  ตามวิธีในขอ 3.6.1.2  ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส   สกัดแยกชิ้น  
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 430 bp ออกจากเจล   จากนั้นทําการติดฉลากดวย DIG โดยใชชุดสําเร็จ
ตามวิธีการดังที่ไดกลาวมาแลวในขอ 3.6.1.3 

นําดีเอ็นเอติดตาม L2 มาไฮบริไดซกับจีโนมิกดีเอ็นเอของสายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวยเรส 
ทริกชันเอนไซมตางๆในสภาพความเขมงวดสูง (high stringency)   ผลการไฮบริไดซไดแสดงในรูป
ที่ 4.8   จากผลการทดลองพบวาดีเอ็นเอของ  Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวยเรสทริก
ชันเอนไซมชนิดตางๆเกิดสัญญาณจากการไฮบริไดซขนาดตางๆกันในแตละชองวิ่ง  และ พลาสมิด 
pC23 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม SphI-ClaI (ตัวควบคุมผลบวก) ใหสัญญาณที่ขนาดประมาณ 
430 bp 
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                                          ก.)                                        ข.) 
รูปที่ 4.8 ก) ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวย
เรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆที่เหมาะสม 

  ข) สัญญาณจากเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม L2 
ชองวิ่งที่ 1 และ 15    1 kb DNA ladder 
ชองวิ่งที่ 2 และ 14    พลาสมิด pC23 ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม SphI-ClaI  
                               (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองวิ่งที่ 3-13           ดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวยเรสทริกชัน  
                                เอนไซมชนิดตางๆ  
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4.5 โคลนชิ้นดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บริเวณเหนือขึ้นไปจาก acnE 
ที่ใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L2  
 

จากผลการทดลองในขอ 4.4 ทําใหทราบตําแหนงดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1 ที่ใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L2 ซึ่งเรสทริกชันเอนไซมแตละชนิดจะให
สัญญาณที่ขนาดแตกตางกัน    ในที่นี้ ไดคัดเลือกสัญญาณที่ เกิดจากการตัดดีเอ็นเอของ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-ClaI ซึ่งใหสัญญาณขนาด
ประมาณ 1200 bp เพื่อการโคลนโดยการเชื่อมช้ินดีเอ็นเอบริเวณที่เกิดสัญญาณดังกลาวเขายัง 
พลาสมิด pBluescript KS(+/-)   จากนั้นทรานสฟอรมเขาสู E. coli  DH5α   คัดเลือกทรานสฟอร
แมนทที่มียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในบริเวณดังกลาวดวยวิธี Blue/White 
selection โดยจะคัดเลือกเฉพาะโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก (insert) เชื่อมกับพลาสมิดเวกเตอร
ซึ่งจะใหโคโลนีสีขาวและตานตอสารปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน   ในที่นี้ไดคัดเลือกโคลนที่มีลักษณะดัง
กลาวมาทดสอบจํานวน 310 โคลน   จากนั้นเพาะเลี้ยงโคลน 10 โคลน ตออาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 
LB 1 หลอด   สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากแตละหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ (1 ตัวอยางของรีคอมบิ
แนนทพลาสมิดที่สกัดไดนั้นประกอบดวยรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ไดมาจาก 10 โคลน)   จากนั้น
นําพลาสมิดเหลานั้นมาทํา Dot blot hybridization ดวยดีเอ็นเอติดตาม L2 ตามวิธีการที่ไดกลาว
ไวแลวในขอ 3.7.5.3   ผลของสัญญาณจากการไฮบริไดซเปนไปตามรูปที่ 4.7   จากสัญญาณที่
ปรากฏขึ้นแสดงวามีโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ (positive clone) อยูในกลุมตัวอยาง 2 กลุม คอื 
C2 และ F1 
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                            1      2      3      4      5      6 

        
 
รูปที่ 4.9 ภาพแสดงการทํา Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคลนที่
ไดจากสายพันธุ CU-A1 ดวยดีเอ็นเอติดตาม L2 

ชองที่ A1 และ F6    พลาสมิด pC23 (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที่ A2 และ F5    พลาสมิด pBluescript KS(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที่ A3-F3           รีคอมบิแนนทพลาสมิดโคลนที่คัดเลือก 10 โคลนตอ 1 ชองตัวอยาง 

  
ในที่นี้ไดทําการคัดเลือกตัวอยางกลุม F1  มาคัดแยกใหไดโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ   

โดยแยกทําการเพาะเลี้ยงแตละโคลนในอาหารเลี้ยงเชื้อและสกัดพลาสมิดดวยวิธี Alkaline lysis  
จากนั้นตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-ClaI ซึ่งเปนเอนไซมที่สามารถตัดในบริเวณของตัวติด
ตาม L2   ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสและไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L2 อีกครั้ง   พบวา
โคลนที่ 10 ในชองวิ่งที่ 12 ใหผลบวกแสดงวาโคลนดังกลาวนาจะมีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก EcoRI-
ClaI ขนาดประมาณ 1200 bp เชื่อมอยูกับพลาสมิด pBluescript KS(+/-) ตั้งชื่อรีคอมบิแนนท 
พลาสมิดนี้วา พลาสมิด pEC120 
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                                           ก.)                                      ข.) 
รูปที่ 4.10 ภาพแสดงเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากตัวอยาง
กลุม F1 
ก) ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของโคลนตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-ClaI 
ข) ภาพไนลอนเมมเบรนที่ใหสัญญาณจากการไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม L2 

ชองวิ่งที่ 1 และ14    1 kb DNA ladder 
ชองวิ่งที่ 2 และ13    พลาสมิด pC23 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม SphI-ClaI 
                              (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองวิ่งที่ 3-12          รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนที่ 1-10 ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม  
                              EcoRI-ClaI 
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1.5
2.0

 
 

ทําการตัดพลาสมิด pEC120 ดวยเรสทริกชันเอนไซมบางชนิด (รูปที่ 4.11)  เพื่อทราบการ
จัดเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด 
   
  
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 4.11  ภาพอะกาโรสที่มีดีเอ็นเอของพลาสมิด pEC120 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม
ชนิดตางๆ เพื่อหาตําแหนงการจัดเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก 

ชองวิ่งที่ 1      1 kb DNA ladder 
ชองวิ่งที่ 2      พลาสมิด pBluescript KS(+/-) ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-ClaI 
ชองวิ่งที่ 3-5   พลาสมิด pEC120 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมตางๆ  
ชองวิ่งที่ 6      พลาสมิด pEC120  
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4.6 หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนจากรีคอมบิ
แนนทพลาสมิด pEC120 
 

จากการหาลําดับนิวคลีโอไทด (sense และ antisense strands) โดยใชทั้งวิธีprimer 
walking ซึ่งเปนการออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดสวนที่ทราบแลวเพื่อหา
ลําดับนิวคลีโอไทดตอจากบริเวณดังกลาวและอีกวิธีหนึ่งคือ การหาลําดับนิวคลีโอไทดดวย 
universal primer ที่จําเพาะกับปลายดานใดดานหนึ่งของพลาสมิดเวกเตอรในรีคอมบิแนนท 
พลาสมิด  ไดลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูภายในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกของรีคอมบิแนนทพลาสมิด 
pEC120 ขนาด  1200 bp    ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดไดแสดงไวในรูปที่ 4.37 ตั้งแตลําดับ
นิวคลีโอไทดที่ 1027-2225   จากนั้นนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปหาตําแหนงจดจําการตัด
ดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆดวยโปรแกรม DNASIS สามารถเขียนแผนที่การเรียงตัวของชิ้น 
ดีเอ็นเอสอดแทรกดังแสดงในรูปที่ 4.12   
 

 
 

รูปที่ 4.12 แผนที่แสดงลักษณะการเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pEC120 
บริเวณสีขาวแสดงสวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ยังไมทราบลําดับนิวคลีโอไทดและบริเวณสีเทา
แสดงสวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ทราบลําดับนิวคลีโอไทดแลว 
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4.7 คนหายีนที่ เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนบนจีโนมิกดีเอ็นเอของ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บริเวณเหนือขึ้นไปจาก acnE ดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน 
(hybridization) กับดีเอ็นเอติดตาม L3 ที่สรางจากพลาสมิด pEC120 

 
เตรียมดีเอ็นเอติดตาม L3 จากพลาสมิด pEC120   โดยพิจารณาจากขอมูลแผนที่เรสทริก

ชันของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pEC120  แสดงในรูปที่ 4.13   

 
รูปที่ 4.13 แผนที่เรสทริกชันเอนไซมของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pEC120 และ
บริเวณสีแดงแสดงสวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ใชสรางดีเอ็นเอติดตาม L3 

 
สกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, 

Germany) (ภาคผนวก ข 3)  ตามวิธีขอ 3.6.1.1  ตัดพลาสมิด pEC120 ดวยเรสทริกชันเอนไซม 
EcoRI-ClaI อยางสมบูรณ  ตามวิธใีนขอ 3.6.1.2  ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส   สกัดแยกชิ้น
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1200 bp ออกจากเจล   จากนั้นทําการติดฉลากดวย DIG โดยใชชุดสําเร็จ
ตามวิธีการดังที่ไดกลาวมาแลวในขอ 3.6.1.3 
 นําดีเอ็นเอติดตาม L3 มาไฮบริไดซกับจีโนมิกดีเอ็นเอของสายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวยเรส 
ทริกชันเอนไซมตางๆในสภาพความเขมงวดสูง (high stringency)   ผลการไฮบริไดซแสดงในรูปที่ 
4.14   จากผลการทดลองพบวาดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวยเรสทริก
ชันเอนไซมชนิดตางๆเกิดสัญญาณจากการไฮบริไดซขนาดประมาณ 1600 bp ในชองวิ่งที่ 3-5 
และ 7-13  ยกเวนในชองวิ่งที่ 6 ใหสัญญาณที่ขนาดตางไปจากชองวิ่งอ่ืนๆ  และพลาสมิด 
pEC120 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-ClaI (ตัวควบคุมผลบวก) ใหสัญญาณที่ขนาด
ประมาณ 1200 bp 
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                                     ก.)                                       ข.) 
รูปที่ 4.14 ก) ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่ตัด
ดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆที่เหมาะสม 

     ข) สัญญาณจากเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม L3 
ชองวิ่งที่ 1 และ 15    1 kb DNA ladder 
ชองวิ่งที่ 2 และ 14    พลาสมิด pEC120 ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-ClaI  
                               (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองวิ่งที่ 3-13           ดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ท่ีตัดดวยเรสทริกชัน 
                                เอนไซมชนิดตางๆ  
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4.8 โคลนชิ้นดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บริเวณเหนือขึ้นไปจาก acnE 
ที่ใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L3  
 

จากผลการทดลองในขอ 4.7 ทําใหทราบตําแหนงดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1 ที่ใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L3  และพบวาเรสทริกชันเอนไซมแตละชนิดที่
เลือกใชใหสญัญาณตําแหนงใกลเคียงกัน  ซึ่งนาจะเกิดจากตําแหนงการตัดของเรสทริกชันเอนไซม 
EcoRI อยูใกลกับตําแหนงของดีเอ็นเอติดตาม L3 มากที่สุด   จึงเกิดสัญญาณที่ตําแหนงเดียวกับ
การตัดดวยเอนไซม EcoRI เพียงชนิดเดียว   ดังนั้นจึงเลือกสัญญาณที่เกิดจากการตัดดวยเรสทริก
ชันเอนไซม EcoRI ที่ใหสัญญาณขนาดประมาณ 1600 bp  เพื่อการโคลนโดยทําการเชื่อมชิน้ดเีอน็
เอบริเวณที่เกิดสัญญาณดังกลาวเขากับพลาสมิด  pGEM-11Zf(+/-)   จากนั้นทรานสฟอรมเขาสู 
E. coli  DH5α   คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน
บริเวณดังกลาวดวยวิธี Blue/White selection โดยจะคัดเลือกเฉพาะโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอสอด
แทรก (insert) เชื่อมกับพลาสมิดเวกเตอรซึ่งจะใหโคโลนีสีขาวและตานตอสารปฏิชีวนะแอมพิซิล
ลิน  ในที่นี้ไดคัดเลือกโคลนที่มีลักษณะดังกลาวมาทดสอบจํานวน 200 โคลน   จากนั้นเพาะเลี้ยง
โคลน 10 โคลน ตออาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 1 หลอด   สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากแตละ
หลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ (1 ตัวอยางของรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่สกัดไดนั้นประกอบดวยรีคอมบิ
แนนทพลาสมิดที่ไดมาจาก 10 โคลน)   จากนั้นนําพลาสมิดเหลานั้นมาทํา Dot blot hybridization 
ดวยดีเอ็นเอติดตาม L3 ตามวิธีการที่ไดกลาวไวแลวในขอ 3.7.5.3   ผลของสัญญาณจากการไฮบริ
ไดซเปนไปตามรูปที่ 4.15   จากสัญญาณที่ปรากฏขึ้นแสดงวามีโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ 
(positive clone) อยูในกลุมตัวอยาง 1 กลุม คือ D3    
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                            1       2      3      4       5  

 
 
รูปที่ 4.15 ภาพแสดงการทํา Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคลน
ที่ไดจากสายพันธุ CU-A1 ดวยดีเอ็นเอติดตาม L3 

ชองที่ A1 และ E4   พลาสมิด pEC120 (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที่ A2 และ E3   พลาสมิด pGEM-11Zf (+/-) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที่ A3-E2          รีคอมบิแนนทพลาสมิดโคลนที่คัดเลือก 10 โคลนตอ 1 ชองตัวอยาง 

 
ในที่นี้ไดทําการคัดเลือกตัวอยางกลุม D3 มาคัดแยกใหไดโคลนที่มีช้ินดีเอ็นเอที่ตองการ   

โดยแยกทําการเพาะเลี้ยงแตละโคลนในอาหารเลี้ยงเชื้อและสกัดพลาสมิดดวยวิธี Alkaline lysis  
จากนั้นตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI ซึ่งเปนเอนไซมที่สามารถตัดในบริเวณของตัวติดตาม L3  
ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสและไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L3 อีกครั้ง   พบวาโคลนที่ 6 ใน
ชองวิ่งที่ 8 ใหผลบวก   แสดงวาโคลนดังกลาวนาจะมีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก EcoRI ขนาดประมาณ 
1600 bp เชื่อมอยูกับพลาสมิด pGEM-11Zf(+/-) ตั้งชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดนี้วา พลาสมิด 
pE16 
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B 

C 

D 

E 
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                       ก)                                       ข) 

รูปที่ 4.16 ภาพแสดงเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากตัวอยาง
กลุม D3 
ก) ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของโคลนตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI 
ข) ภาพไนลอนเมมเบรนที่ใหสัญญาณจากการไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม L3 

ชองวิ่งที่ 1 และ14    1 kb DNA ladder 
ชองวิ่งที่ 2 และ13    พลาสมิด pEC120 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-ClaI 
                              (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองวิ่งที่ 3-12          รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนที่ 1-10 ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม   
                              EcoRI 
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ทําการตัดพลาสมิด pE16 ดวยเรสทริกชันเอนไซมบางชนิด (รูปที่ 4.17)  เพื่อทราบการจัด

เรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด   
   

 
 
 
                                                     

 
 
รูปที่ 4.17 ภาพอะกาโรสที่มีดีเอ็นเอของพลาสมิด pE16 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม
ชนิดตางๆ เพื่อหาตําแหนงการเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก 

ชองวิ่งที่ 1       1 kb DNA ladder 
ชองวิ่งที่ 2       พลาสมิด pGEM-11Zf(+/-) ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI 
ชองวิ่งที่ 3-6    พลาสมิด pE16 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ 
ชองวิ่งที่ 7       พลาสมิด pE16 
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4.9 หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนจากรีคอมบิ
แนนทพลาสมิด pE16 
  

จากการหาลําดับนิวคลีโอไทด (sense และ antisense strands) โดยใชทั้งวิธีprimer 
walking ซึ่งเปนการออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดสวนที่ทราบแลวเพื่อหา
ลําดับนิวคลีโอไทดตอจากบริเวณดังกลาวและอีกวิธีหนึ่งคือ การหาลําดับนิวคลีโอไทดดวย 
universal primer ที่จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดจากปลายดานใดดานหนึ่งของพลาสมิด       
เวกเตอรในรีคอมบิแนนทพลาสมิด   ไดลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูภายในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกของ    
รีคอมบิแนนทพลาสมิด pE16 ขนาด 1600 bp  ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดไดแสดงไวในรูปที่ 
4.37 ตั้งแตลําดับนิวคลีโอไทดที่ 631-2225   จากนั้นนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปหา
ตําแหนงจดจําการตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆดวยโปรแกรม DNASIS สามารถเขียนแผน
ที่การเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกดังแสดงในรูปที่ 4.18 
 

 
 

รูปที่ 4.18  แผนที่แสดงลักษณะการเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pE16 
บริเวณสีขาวแสดงสวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ยังไมทราบลําดับนิวคลีโอไทดและบริเวณสีเทา
แสดงสวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ทราบลําดับนิวคลีโอไทดแลว 
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4.10 คนหายีนที่ เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนบนจีโนมิกดีเอ็นเอของ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บริเวณเหนือขึ้นไปจาก acnE ดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน 
(hybridization) กับดีเอ็นเอติดตาม L4 ที่สรางจากพลาสมิด pE16 

 
เตรียมดีเอ็นเอติดตาม L4 จากพลาสมิด pE16   โดยพิจารณาจากขอมูลแผนที่เรสทริกชัน

ของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pE16 แสดงในรูปที่ 4.19   

 
รูปที่ 4.19 แผนที่เรสทริกชันเอนไซมของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pE16 และ
บริเวณสีแดงแสดงสวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ใชสรางดีเอ็นเอติดตาม L4 
 

สกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, 
Germany) (ภาคผนวก ข 3)  ตามวิธีขอ 3.6.1.1   ตัดพลาสมิด pE16 ดวยเรสทริกชันเอนไซม 
EcoRI-ClaI อยางสมบูรณ  ตามวิธีในขอ 3.6.1.2   ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส   สกัดแยกชิ้น
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 250 bp ออกจากเจล   จากนั้นทําการติดฉลากดวย DIG โดยใชชุดสําเร็จ
ตามวิธีการดังที่ไดกลาวมาแลวในขอ 3.6.1.3 

นําดีเอ็นเอติดตาม L4 มาไฮบริไดซกับจีโนมิกดีเอ็นเอของสายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวยเรส 
ทริกชันเอนไซมตางๆในสภาพความเขมงวดสูง (high stringency)   ผลการไฮบริไดซแสดงในรูปที่ 
4.20  จากผลการทดลองพบวาดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวยเรสทริกชัน
เอนไซมชนิดตางๆ  เกิดสัญญาณจากการไฮบริไดซในชองวิ่งที่ 3-13  ซึ่งชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
4000 bp ในชองวิ่งที่ 3-6 นาจะเกิดจากการตัดดวยเอนไซม NcoI เพียงชนิดเดียว   สวนชิ้นดเีอน็เอ
ขนาดประมาณ 900 bp ในชองวิ่งที่ 7-13 นาจะเกิดจากการตัดดวยเอนไซม ClaI เพียงชนิดเดียว  
และพลาสมิด pE16 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-ClaI (ตัวควบคุมผลบวก) ใหสัญญาณที่
ขนาดประมาณ 250 bp 
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                    ก)                                         ข)  

รูปที่ 4.20 ก) ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวย
เรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆที่เหมาะสม 

    ข) สัญญาณจากเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม L4 
ชองวิ่งที่ 1 และ 15    1 kb DNA ladder 
ชองวิ่งที่ 2 และ 14    พลาสมิด pE16 ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-ClaI  
                               (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองวิ่งที่ 3-13           ดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวยเรสทริกชัน  
                               เอนไซมชนิดตางๆ 
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4.11 โคลนชิ้นดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บริเวณเหนือขึ้นไปจาก acnE 
ที่ใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L4  
  

จากผลการทดลองในขอ 4.10 ทําใหทราบตําแหนงดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1 ที่ใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L4  ซึ่งเรสทริกชันเอนไซมแตละชนิดเกิด
สัญญาณจากการไฮบริไดซแตกตางกันเปน 2 กลุม และแตละกลุมใหสัญญาณที่ขนาดใกลเคียง
กันซึ่งนาจะเกิดจากการตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม NcoI หรือ ClaI แตเพียงอยางเดียว   ในที่นี้ได
คัดเลือกสัญญาณที่เกิดจากการตัดดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยเรสทริกชัน
เอนไซม ClaI ซึ่งใหสัญญาณขนาดประมาณ 900 bp  เพื่อการโคลนโดยทําการเชื่อมชิ้นดีเอ็นเอ
บริเวณที่เกิดสัญญาณดังกลาวเขากับพลาสมิด pBluescript KS(+/-) ตามวิธีการในขอ 3.14.1 
จากนั้นทรานสฟอรมเขาสู E. coli DH5α   คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มียีนที่เกี่ยวของกบัการยอย
สลายอะซีแนพธิลีนในบริเวณดังกลาวดวยวิธี Blue/White selection โดยจะคัดเลือกเฉพาะโคลนที่
มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก (insert) เชื่อมกับพลาสมิดเวกเตอรซึ่งจะใหโคโลนีสีขาวและตานตอสาร
ปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน  ในที่นี้ไดคัดเลือกโคลนที่มีลักษณะดังกลาวมาทดสอบจํานวน 600 โคลน   
จากนั้นเพาะเลี้ยงโคลน 10 โคลน ตออาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 1 หลอด   สกัดรีคอมบิแนนทพลาส 
มิดจากแตละหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ (1 ตัวอยางของรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่สกัดไดนั้นประกอบ
ดวยรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ไดมาจาก 10 โคลน)   จากนั้นนําพลาสมิดเหลานั้นมาทํา Dot blot 
hybridization ดวยดีเอ็นเอติดตาม  L4 ตามวิธีการที่ ไดกลาวไวแลวในขอ 3.7.5.3   ผลของ
สัญญาณจากการไฮบริไดซเปนไปตามรูปที่ 4.21   จากสัญญาณที่ปรากฏขึ้นแสดงวามีโคลนที่มี
ชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ (positive clone) อยูในกลุมตัวอยาง 2 กลุม คือ  B3 และ F8    
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                           1    2    3    4     5    6    7    8 

 
  
รูปที่ 4.21 ภาพแสดงการทํา Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคลน
ที่ไดจากสายพันธุ CU-A1 ดวยดีเอ็นเอติดตาม L4 

ชองที่ A1 และ H8   พลาสมิด pE16 (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที่ A2 และ H7   พลาสมิด pBluescript KS(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที่ A3-H2          รีคอมบิแนนทพลาสมิดโคลนที่คัดเลือก 10 โคลนตอ 1 ชองตัวอยาง 

  
ในที่นี้ไดทําการคัดเลือกตัวอยางกลุม B3 มาคัดแยกใหไดโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ   

โดยแยกทําการเพาะเลี้ยงแตละโคลนในอาหารเลี้ยงเชื้อและสกัดพลาสมิดดวยวิธี Alkaline lysis  
จากนั้นตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม ClaI ซึ่งเปนเอนไซมที่สามารถตัดในบริเวณของตัวติดตาม L1  
ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสและไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L4 อีกครั้ง  ตามวิธีการที่ไดกลาว
ไวแลวในขอ 3.6.3   พบวาโคลนที่ 9 ของกลุม B3 ในชองวิ่งที่ 11 ใหผลบวกแสดงวาโคลนดังกลาว
นาจะมีชิ้นดี เอ็นเอสอดแทรก  ClaI ขนาดประมาณ  900 bp เชื่อมอยูกับพลาสมิดเวกเตอร 
pBluescript KS(+/-)   ตั้งชื่อรีคอมบิแนนทพลาสมิดนี้วา พลาสมิด pC9  
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                                        ก)                                      ข) 
รูปที่ 4.22 ภาพแสดงเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากตัวอยาง
กลุม B3  
ก) ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของโคลนตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม ClaI 
ข) ภาพไนลอนเมมเบรนที่ใหสัญญาณจากการไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม L4 

ชองวิ่งที่ 1 และ14    1 kb DNA ladder 
ชองวิ่งที่ 2 และ13    พลาสมิด pE16 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-ClaI 
                              (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองวิ่งที่ 3-12          รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนที่ 1-10 ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม  
                              ClaI 
จากรูปที่ 4.22  พบวาการตัดพลาสมิด pC9 ดวยเรสทริกชันเอนไซม ClaI จะเกิดสัญญาณ

ไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม L4 ที่ขนาดประมาณ  4000 bp แทนที่จะเกิดสัญญาณที่ขนาด
ประมาณ 900 bp ซึ่งเทากับขนาดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกที่ตองการ   ในกรณีนี้คาดวาเกิดจาก
คุณสมบัติของ ClaI ที่งายตอการเกิด overlapping dam methylation  โดยเมื่อตัดดวยเอนไซม
ชนิดนี้หลังจากทําการเชื่อมตอกับพลาสมิดเวกเตอรแลวทรานสฟอรมเขา E. coli  เมื่อทําการสกัด 
พลาสมิดและตัดซ้ําดวยเรสทริกชันเอนไซม ClaI อีกครั้งอาจจะไมสามารถตัดซ้ําที่ตําแหนงเดิมได
เนื่องจากเกิดเมธิลเลชัน (Methylation) (McClelland และคณะ, 1994)  
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 ทําการตัดพลาสมิด pC9 ดวยเรสทริกชันเอนไซมบางชนิด  แลวนําไปไฮบริไดซกับดีเอ็นเอ
ติดตาม L4 อีกครั้ง (รูปที่ 4.23)  เพื่อยืนยันวาพลาสมิด pC9 มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกที่ตองการจริง
และเพื่อทราบการจัดเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด  

 
 
 
 
                                 

    
                                       ก)                                     ข) 
รูปที่ 4.23  ภาพอะกาโรสที่มีดีเอ็นเอของพลาสมิด pC9 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิด
ตางๆ เพื่อหาตําแหนงการเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก  
ก) ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของโคลนตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ 
ข) ภาพไนลอนเมมเบรนที่ใหสัญญาณจากการไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม L4 

ชองวิ่งที่ 1และ13    1 kb DNA ladder 
ชองวิ่งที่ 2               พลาสมิด pBluescript KS(+/-)  
ชองวิ่งที่ 3               พลาสมิด pBluescript KS(+/-) ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม ClaI 
ชองวิ่งที่ 4-11          พลาสมิด pC9 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ 
ชองวิ่งที่ 12             พลาสมิด pC9  
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4.12 หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนจากรีคอมบิ
แนนทพลาสมิด pC9 
  

จากการหาลําดับนิวคลีโอไทด (sense และ antisense strands) โดยใชทั้งวิธี primer 
walking ซึ่งเปนการออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดสวนที่ทราบแลวเพื่อหา
ลําดับนิวคลีโอไทดตอจากบริเวณดังกลาวและอีกวิธีหนึ่งคือ การหาลําดับนิวคลีโอไทดดวย 
universal primer ที่จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดปลายดานใดดานหนึ่งของพลาสมิดเวกเตอรใน 
รีคอมบิแนนทพลาสมิด  ไดลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูภายในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกของรคีอมบิแนนท 
พลาสมิดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกทั้งชิ้นในพลาสมิด pC9 ขนาดประมาณ 900 bp   ขอมูลลําดับ
นิวคลีโอไทดทั้งหมดไดแสดงไวในรูปที่ 4.37 ตั้งแตลําดับนิวคลีโอไทดที่ 1-902   จากนั้นนําขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปหาตําแหนงจดจําการตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆดวยโปรแกรม 
DNASIS สามารถเขียนแผนที่การเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกดังแสดงในรูปที่ 4.24 

 

 
 

รูปที่ 4.24 แผนที่แสดงลักษณะการเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pC9 
บริเวณสีขาวแสดงสวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ยังไมทราบลําดับนิวคลีโอไทดและบริเวณสีเทา
แสดงสวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ทราบลําดับนิวคลีโอไทดแลว 
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4.13 คนหายีนที่ เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนบนจีโนมิกดีเอ็นเอของ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บริเวณถัดลงมาจาก acnK ดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน 
(hybridization) กับดีเอ็นเอติดตาม R1 ที่สรางจากพลาสมิด pWT 

 
เตรียมดีเอ็นเอติดตาม R1 จากพลาสมิด pWT  โดยพิจารณาจากขอมูลแผนที่เรสทริกชัน

ของชิ้นดเีอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pWT แสดงในรูปที่ 4.25   
 

 
 

รูปที่ 4.25 แผนที่เรสทริกชันเอนไซมของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pWT และ
บริเวณสีแดงแสดงสวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ใชสรางดีเอ็นเอติดตาม R1 
 

สกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, 
Germany) (ภาคผนวก ข 3)  ตามวิธีขอ 3.6.1.1  ตัดพลาสมิด pWT ดวยเรสทริกชันเอนไซม 
EcoRI-HindIII อยางสมบูรณ  ตามวิธีในขอ 3.6.1.2  ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส   สกัดแยก
ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 800 bp ออกจากเจล   จากนั้นทําการติดฉลากดวย DIG โดยใชชุด
สําเร็จตามวิธีการดังที่ไดกลาวมาแลวในขอ 3.6.1.3 

นําดีเอ็นเอติดตาม R1 มาไฮบริไดซกับจีโนมิกดีเอ็นเอของสายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวยเรส 
ทริกชันเอนไซมตางๆในสภาพความเขมงวดสูง (high stringency)   ผลการไฮบริไดซแสดงในรูปที่ 
4.26   จากผลการทดลองพบวาดีเอ็นเอของ  Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวยเรสทริก
ชันเอนไซมชนิดตางๆเกิดสัญญาณจากการไฮบริไดซที่ตําแหนงใกลเคียงกัน  ซึ่งชิ้นดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 1500 bp ในชองวิ่งที่ 3-5 และ 7-11 นาจะเกิดจากการตัดดวยเอนไซม EcoRI เพียงชนิด
เดียว  สวนชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ  1200 bp ในชองวิ่งที่ 6 ซึ่งเกิดจากการตัดดีเอ็นเอของ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-BamHI ใหสัญญาณทีข่นาดตาง
ไปจากชองวิ่งอื่นๆ  และพลาสมิด pWT ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-HindIII (ตัวควบคุม
ผลบวก) ใหสัญญาณที่ขนาดประมาณ 800 bp 
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                                     ก)                                   ข) 
รูปที่ 4.26 ก) ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่ตัด
ดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆที่เหมาะสม 

    ข) สัญญาณจากเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม R1 
ชองวิ่งที่ 1 และ 13    kb DNA ladder 
ชองวิ่งที่ 2 และ 12    พลาสมิด pWT ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-HindIII 
                               (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองวิ่งที่ 3-11           ดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพนัธุ CU-A1 ที่ตัดดวยเรสทริกชัน 
                               เอนไซมชนิดตางๆ 
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4.14 โคลนชิ้นดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บริเวณถัดลงมาจาก acnK ที่
ใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม R1  
 

จากผลการทดลองในขอ 4.13 ทําใหทราบตําแหนงดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1 ที่ใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม R1   พบวาเรสทริกชันเอนไซมแตละชนิดจะให
สัญญาณที่ตําแหนงใกลเคียงกันและนาจะเกิดจากการตัดดวยเอนไซม EcoRI แตเพียงชนิดเดียว  
ซึ่งอาจเกิดจากตําแหนงการตัดของเรสทริกชันเอนไซม EcoRI อยูใกลกับตําแหนงของดีเอ็นเอ    
ติดตาม R1 มากกวาเรสทริกชันเอนไซมอ่ืนๆ   ยกเวนในชองวิ่งที่ 6 ซึ่งเกิดจากการตัดดีเอ็นเอของ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-BamHI ใหสัญญาณทีข่นาดตาง
ไปจากชองวิ่งอื่นๆ  ในที่นี้ไดเลือกสัญญาณที่เกิดจากการตัดดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพนัธุ 
CU-A1 ดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-BamHI ซึ่งใหสัญญาณขนาดประมาณ 1200 bp เพื่อการ
โคลนโดยทําการเชื่อมช้ินดีเอ็นเอบริเวณที่เกิดสัญญาณดังกลาวเขากับพลาสมิด pGEM-11Zf(+/-) 
จากนั้นทรานสฟอรมเขาสู E. coli DH5α    คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มียีนที่เกี่ยวของกับการยอย
สลายอะซีแนพธิลีนในบริเวณดังกลาวดวยวิธี Blue/White selection โดยจะคัดเลือกเฉพาะโคลนที่
มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก (insert) เชื่อมกับพลาสมิดเวกเตอรซึ่งจะใหโคโลนีสีขาวและตานตอสาร
ปฏิชีวนะแอมพิซิลลิน   ในที่นี้ไดคัดเลือกโคลนที่มีลักษณะดังกลาวมาทดสอบจํานวน 340 โคลน   
จากนั้นเพาะเลี้ยงโคลน 10 โคลนตออาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 1 หลอด   สกัดรีคอมบิแนนทพลาส 
มิดจากแตละหลอดอาหารเลี้ยงเชื้อ (1 ตัวอยางของรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่สกัดไดนั้นประกอบ
ดวยรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่ไดมาจาก 10 โคลน)   จากนั้นนําพลาสมิดเหลานั้นมาทํา Dot blot 
hybridization ดวยดี เอ็นเอติดตาม  R1 ตามวิธีการที่ ไดกลาวไวแลวในขอ  3.7.5.3  ผลของ
สัญญาณจากการไฮบริไดซเปนไปตามรูปที่ 4.22   จากสัญญาณที่ปรากฏขึ้นแสดงวามีโคลนที่มี
ชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ (positive clone) อยูในกลุมตัวอยาง 4 กลุม คือ  A5, B1, D5 และ D6    
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                          1      2      3      4      5      6      7 

 
  
รูปที่ 4.27 ภาพแสดงการทํา Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคลน
ที่ไดจากสายพันธุ CU-A1 ดวยดีเอ็นเอติดตาม R1 

ชองที่ A1 และ F6    พลาสมิด pWT (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที่ A2 และ F5    พลาสมิด pGEM-11Zf(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที่ A3-F1           รีคอมบิแนนทพลาสมิดโคลนที่คัดเลือก 10 โคลนตอ 1 ชองตัวอยาง 

 
ในที่นี้ไดทําการคัดเลือกตัวอยางกลุม D5 มาคัดแยกใหไดโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ   

โดยแยกทําการเพาะเลี้ยงแตละโคลนในอาหารเลี้ยงเชื้อและสกัดพลาสมิดดวยวิธี Alkaline lysis  
จากนั้นตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-BamHI ซึ่งเปนเอนไซมที่สามารถตัดในบริเวณของตัว 
ติดตาม R1   ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสและไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม R1 อีกครั้ง   พบวา
โคลนที่ 5 ในชองวิ่งที่ 7 ใหผลบวกแสดงวาโคลนดังกลาวนาจะมีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก EcoRI-
BamHI ขนาดประมาณ 1200 bp เชื่อมอยูกับพลาสมิด pGEM-11Zf(+/-)  ตั้งชื่อรีคอมบิแนนท 
พลาสมิดนี้วา พลาสมิด pEBR25 
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   1.5 

 
 
 
 
 
 
 

 
                                       ก)                                        ข) 
รูปที่ 4.28 ภาพแสดงเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากตัวอยาง
กลุม D5 
ก) ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของโคลนตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-BamHI 
ข) ภาพไนลอนเมมเบรนที่ใหสัญญาณจากการไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม R1 

ชองวิ่งที่ 1 และ 14    1 kb DNA ladder 
ชองวิ่งที่ 2 และ 13    พลาสมิด pWT ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI-HindIII 
                               (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองวิ่งที่ 3-12           รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนที่ 1-10 ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม  
                               EcoRI-BamHI 
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ทําการตัดพลาสมิด pEBR25 ดวยเรสทริกชันเอนไซมบางชนิด (รูปที่ 4.29)  เพื่อทราบการ

จัดเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด   
     

 
 
 
 
                                                            

 
 
รูปที่ 4.29  ภาพอะกาโรสที่มีดีเอ็นเอของพลาสมิด pEBR25 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม
ชนิดตางๆ เพื่อหาตําแหนงการเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก 

ชองวิ่งที่ 1       1 kb DNA ladder 
ชองวิ่งที่ 2       พลาสมิด pGEM-11Zf (+/-) ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม  EcoRI-BamHI  
ชองวิ่งที่ 3       พลาสมิด pEBR25  
ชองวิ่งที่ 4-6    พลาสมิด pEBR25 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมตางๆ 
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4.15 หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนจากรีคอมบิ
แนนทพลาสมิด pEBR25 
 

จากการหาลําดับนิวคลีโอไทด (sense และ antisense strands) โดยใชทั้งวิธี primer 
walking ซึ่งเปนการออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดสวนที่ทราบแลวเพื่อหา
ลําดับนิวคลีโอไทดตอจากบริเวณดังกลาวและอีกวิธีหนึ่งคือ การหาลําดับนิวคลีโอไทดดวย 
universal  primer ที่จําเพาะกับปลายดานใดดานหนึ่งของพลาสมิดเวกเตอรในรีคอมบิแนนท 
พลาสมิด    ไดลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูภายในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกของรีคอมบิแนนทพลาสมิด 
pEBR25 ขนาดประมาณ 1200 bp   ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดไดแสดงไวในรูปที่ 4.37 ตั้ง
แตลําดับนิวคลีโอไทดที่ 7279-8515   จากนั้นนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปหาตําแหนงจดจํา
การตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆดวยโปรแกรม DNASIS สามารถเขียนแผนที่การเรียงตัว
ของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกดังแสดงในรูปที่ 4.30 
 

 
 

รูปที่ 4.30 แผนที่แสดงลักษณะการเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด 
pEBR25 บริเวณสีขาวแสดงสวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ยังไมทราบลําดับนิวคลีโอไทดและ
บริเวณสีเทาแสดงสวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ทราบลําดับนิวคลีโอไทดแลว 
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4.16 คนหายีนที่ เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนบนจีโนมิกดีเอ็นเอของ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บริเวณถัดลงมาจาก acnK ดวยเทคนิคไฮบริไดเซชัน 
(hybridization) กับดีเอ็นเอติดตาม R2 ที่สรางจากพลาสมิด pEBR25 

 
เตรียมดีเอ็นเอติดตาม R2 จากพลาสมิด pEBR25  โดยพิจารณาจากขอมูลแผนที่เรสทริก

ชันของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pEBR25 แสดงในรูปที่ 4.31   
 

 
 

รูปที่ 4.31 แผนที่เรสทริกชันเอนไซมของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pWT และ
บริเวณสีแดงแสดงสวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ใชสรางดีเอ็นเอติดตาม R1 
 

สกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, 
Germany) (ภาคผนวก ข 3)  ตามวิธีขอ 3.6.1.1  ตัดพลาสมิด pEBR25 ดวยเรสทริกชันเอนไซม 
HindIII-BamHI อยางสมบูรณ  ตามวิธีในขอ 3.6.1.2  ทาํอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส   สกัดแยก
ชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 400 bp ออกจากเจล   จากนั้นทําการติดฉลากดวย DIG โดยใชชุด
สําเร็จตามวิธีการดังที่ไดกลาวมาแลวในขอ 3.6.1.3 

นําดีเอ็นเอติดตาม R2 มาไฮบริไดซกับจีโนมิกดีเอ็นเอของสายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวยเรส 
ทริกชันเอนไซมตางๆในสภาพความเขมงวดสูง (high stringency)   ผลการไฮบริไดซไดแสดงในรูป
ที่ 4.32   จากผลการทดลองพบวาดีเอ็นเอของ  Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวยเรส 
ทริกชันเอนไซมชนิดตางๆเกิดสัญญาณจากการไฮบริไดซขนาดแตกตางกัน  และพลาสมิด 
pEBR25 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม HindIII-BamHI (ตัวควบคุมผลบวก) ใหสัญญาณที่ขนาด
ประมาณ 400 bp 
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    1.5 

 
 
 
 
 
 
 

 

   
                                        ก)                                        ข) 
รูปที่ 4.32 ก) ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่ตัด
ดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆที่เหมาะสม 

    ข) สัญญาณจากเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม R2 
     ชองวิ่งที่ 1 และ 15   1 kb DNA ladder 
     ชองวิ่งที่ 2 และ 14   พลาสมิด pEBR25 ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม HindIII-BamHI 
                                   (ตัวควบคุมผลบวก) 
     ชองวิ่งที่ 3 และ 13   ดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 ที่ตัดดวยเรสทริกชัน 
                                   เอนไซมชนิดตางๆ 
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4.17 โคลนชิ้นดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 บริเวณถัดลงมาจาก acnK ที่
ใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม R2  
 

จากผลการทดลองในขอ 4.16 ทําใหทราบตําแหนงดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สายพันธุ 
CU-A1 ที่ใหสัญญาณไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม R2  ซึ่งเรสทริกชันเอนไซมแตละชนิดจะให
สัญญาณที่ขนาดแตกตางกัน   ในที่นี้ไดคัดเลือกสัญญาณที่เกิดจากการตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม 
HindIII-EcoRI  ซึ่งใหสัญญาณขนาดประมาณ 700 bp เพื่อการโคลนโดยทําการเชื่อมชิ้นดีเอ็นเอ
บริเวณที่เกิดสัญญาณดังกลาวเขากับพลาสมิด pGEM-11Zf(+/-)   จากนั้นทรานสฟอรมเขาสู E. 
coli DH5α   คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่มียีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในบริเวณ
ดังกลาวดวยวิธี Blue/White selection โดยจะคัดเลือกเฉพาะโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก 
(insert) เชื่อมกับพลาสมิดเวกเตอรซึ่งจะใหโคโลนีสีขาวและตานตอสารปฏิชีวนะแอมพซิลิลิน  ในที่
นี้ไดคัดเลือกโคลนที่มีลักษณะดังกลาวมาทดสอบจํานวน 380 โคลน   จากนั้นเพาะเลี้ยงโคลน 10 
โคลน ตออาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB 1 หลอด   สกัดรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากแตละหลอดอาหาร
เลี้ยงเชื้อ (1 ตัวอยางของรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่สกัดไดนั้นประกอบดวยรีคอมบิแนนทพลาสมิดที่
ไดมาจาก 10 โคลน)   จากนั้นนําพลาสมิดเหลานั้นมาทํา Dot blot hybridization ดวยดีเอ็นเอติด
ตาม R2 ตามวิธีการที่ไดกลาวไวแลวในขอ 3.7.5.3   ผลของสัญญาณจากการไฮบริไดซเปนไปตาม
รูปที่ 4.33   จากสัญญาณที่ปรากฏขึ้นแสดงวามีโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ (positive clone) 
อยูในกลุมตัวอยาง 1 กลุม คือ D3   
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                           1       2      3      4      5      6 

 
  
รูปที่ 4.33 ภาพแสดงการทํา Dot blot hybridization ของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากโคลน
ที่ไดจากสายพันธุ CU-A1 ดวยดีเอ็นเอติดตาม R2 

ชองที่ A6 และ G6        พลาสมิด pEBR25 (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองที่ A5 และ G5        พลาสมิด pGEM-11Zf(+/-) (ตัวควบคุมผลลบ) 
ชองที่ A1-A4, B1-G4    รีคอมบิแนนทพลาสมิดโคลนที่คัดเลือก  

          10 โคลนตอ 1 ชองตัวอยาง 
  

ในที่นี้ไดทําการคัดเลือกตัวอยางกลุม D3 มาคัดแยกใหไดโคลนที่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ตองการ   
โดยแยกทําการเพาะเลี้ยงแตละโคลนในอาหารเลี้ยงเชื้อและสกัดพลาสมิดดวยวิธี Alkaline lysis   
จากนั้นตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม HindIII-EcoRI ซึ่งเปนเอนไซมที่สามารถตัดในบริเวณของตัวติด
ตาม R2  ทําอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสและไฮบริไดซกับดีเอ็นเอติดตาม R2 อีกครั้ง   พบวา
โคลนที่ 4 ในชองวิ่งที่ 6 ใหผลบวก   แสดงวาโคลนดังกลาวนาจะมีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก HindIII-
EcoRI ขนาดประมาณ  700 bp เชื่อมอยูกับพลาสมิด pGEM-11Zf(+/-) ตั้งชื่อรีคอมบิแนนท   
พลาสมิดนี้วา พลาสมิด pHE54 
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                                        ก)                                        ข) 
รูปที่ 4.34 ภาพแสดงเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันของรีคอมบิแนนทพลาสมิดจากตัวอยาง
กลุม D3 
ก) ภาพอะกาโรสเจลที่มีดีเอ็นเอของโคลนตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม HindIII-EcoRI 
ข) ภาพไนลอนเมมเบรนที่ใหสัญญาณจากการไฮบริไดเซชันดวยดีเอ็นเอติดตาม R2 

ชองวิ่งที่ 1 และ 14    1 kb DNA ladder 
ชองวิ่งที่ 2 และ 13    พลาสมิด pEBR25 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม HindIII-BamHI 

                                (ตัวควบคุมผลบวก) 
ชองวิ่งที่  3-12          รีคอมบิแนนทพลาสมิดของโคลนที่ 1-10 ตัดดวยเรสทริกชัน     
                               เอนไซม HindIII-EcoRI 
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ทําการตัดพลาสมิด pHE54 ดวยเรสทริกชันเอนไซมบางชนิด (รูปที่ 4.35)  เพื่อทราบการ
จัดเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด   

 
 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 4.35 ภาพอะกาโรสที่มีดีเอ็นเอของพลาสมิด pHE54 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม
ชนิดตางๆ เพื่อหาตําแหนงการจัดเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก 

ชองวิ่งที่ 1       1 kb DNA ladder 
ชองวิ่งที่ 2       พลาสมิด pGEM-11Zf(+/-) ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม HindIII-EcoRI  
ชองวิ่งที่ 3-8    พลาสมิด pHE54 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆ   
ชองวิ่งที่ 9       พลาสมิด pHE54  

 
 
 

    กิโลเบส

         10.0

    3.0

    1.5
    2.0

    1.0

    0.5

1) 
1 k

b D
NA

 la
dd

er 
2) 

pG
EM

-11
Zf(

+/-
) (

Hi
nd

III-
Ec

oR
I) 

3) 
pH

E5
4 (

Hi
nd

III)
 

4) 
pH

E5
4 (

Hi
nd

III-
Ba

mH
I) 

5) 
pH

E5
4 (

Hi
nd

III-
Na

rI) 
6) 

pH
E5

4 (
Hi

nd
III-

Ec
oR

I) 
7) 

pH
E5

4 (
Ba

mH
I-E

co
RI

) 
8) 

pH
E5

4 (
Hi

nd
III-

Sa
cI)

 
9) 

pH
E5

4  



 91

4.18 หาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนจากรีคอมบิ
แนนทพลาสมิด pHE54 
 

จากการหาลําดับนิวคลีโอไทด (sense และ antisense strands) โดยใชทั้งวิธี primer 
walking ซึ่งเปนการออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะกับลําดับนิวคลีโอไทดสวนที่ทราบแลวเพื่อหา
ลําดับนิวคลีโอไทดตอจากบริเวณดังกลาวและอีกวิธีหนึ่งคือ การหาลําดับนิวคลีโอไทดดวย 
universal primer ที่จําเพาะกับปลายดานใดดานหนึ่งของพลาสมิดเวกเตอรในรีคอมบิแนนท 
พลาสมิด ไดลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูภายในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกของรีคอมบิแนนทพลาสมิด 
pHE54 ขนาดประมาณ  700 bp   ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดไดแสดงไวในรูปที่ 4.37 ตั้งแต
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ 8104-8820   จากนั้นนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปหาตําแหนงจดจํา
การตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมชนิดตางๆดวยโปรแกรม DNASIS สามารถเขียนแผนที่การเรียงตัว
ของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกดงัแสดงในรูปที่ 4.36 
 

 
 

รูปที่ 4.36 แผนที่แสดงลักษณะการเรียงตัวของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pHE54 
บริเวณสีขาวแสดงสวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ยังไมทราบลําดับนิวคลีโอไทดและบริเวณสีเทา
แสดงสวนของชิ้นดีเอ็นเอที่ทราบลําดับนิวคลีโอไทดแลว 
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4.19 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากรีคอมบิแนนทพลาสมิดทั้งหมดที่สรางขึ้นของ 
Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
  

จากการหาลําดับนิวคลีโอไทด (sense และ antisense strands) ของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรก
จากรีคอมบิแนนทพลาสมิด pC23 pEC120 pE16 pC9 pEBR25 และ pHE54 ที่สรางขึ้นในการ
ทดลองนี้   เมื่อนําขอมูลที่ไดทั้งหมดมาเชื่อมตอกันและนําขอมูลใหมที่ไดนี้ไปเชื่อมตอกับขอมูลเดิม
จากพลาสมิด pWT (ทิพวรรณ, 2545) จะไดลาํดับนิวคลีโอไทดขนาด 8820 bp ตามที่ไดแสดงไวใน
รูปที่ 4.37    จากรูปพบวาเมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดดังกลาวไปวิเคราะหโดยโปรแกรม 
BlastX ที่แปลงขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดใหเปนลําดับกรดอะมิโนจากนั้นนําไปเทียบความคลายกับ
กรดอะมิโนของยีนตางๆใน GenBank (ภาคผนวก ค )  พบกรอบอานรหัสเปด (Open Reading 
Frame, ORF) จํานวน 7 กรอบซึ่งมีทิศทางการถอดรหัสไปทางเดียวกัน   ขอมูลของแตละกรอบอาน
รหัสเปดและเปอรเซนตความเหมือนกับยีนอางอิงแสดงในตารางที่ 4.1  
 ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดแสดงในรูปที่ 4.37   พบบริเวณที่คาดวาจะเปนโปรโมเตอร 
เหนือกรอบอานรหัสเปดที่1 และพบบริเวณที่คาดวาจะเปนตาํแหนงจับเกาะของไรโบโซม (putative 
ribosome binding site) กอนหนากรอบอานรหัสเปดทุกกรอบ   ขอมูลดังกลาวสามารถนําไปสราง
แผนที่เรสทริกชันโดยละเอียดดังแสดงในรูปที่ 4.38   จากรูปจะแสดงบริเวณจดจําของเรสทริกชัน
เอนไซมในชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจากรีคอมบิแนนทพลาสมิดชนิดตางๆ บริเวณที่เปนกรอบอานรหัส
เปดทุกกรอบและบริเวณที่ใชในการสรางดเีอ็นเอติดตาม 
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ตารางที่ 4.1 ขอมูลของแตละกรอบอานรหัสเปดและเปอรเซ็นตความเหมือนกับยีนอางอิง 
กรอบ

อานรหัส
เปดที่ 
(ORF)    

 
ยีน 

ตําแหนงของ
ลําดับ 

นิวคลีโอไทด 

 
จํานวนกรด
อะมิโน 

 
ยีนอางอิงที่มีความใกลเคียงสูงสุด             

จํานวนกรด 
อะมิโนของ
ยีนอางอิง 

เปอรเซ็นต 
ความเหมือนกับ
กรดอะมิโนอางอิง 

 
เอกสารอางอิงและ 

 GenBank Accession No. 

1 acnN 487-1491 
(1005 bp) 

334 ophC ของ Burkholderia  cepacia  DBO1 ประมวล
รหัส 4,5-dihydroxyphthalate decarboxylase  

330 36% Chang และ Zylstra, 1998 
 : AAD03553 

2 acnM 1491-2681 
(1191 bp) 

396 pht4 ของ Pseudomonas  putida  ประมวลรหัส 
cis-4,5-dihydroxyphthalate dehydrogenase  

410 45% Nomura และคณะ, 1992   
: Q05184 

3 acnL 2715-3953 
(1239 bp) 

412 mocF ของ Rhizobium  leguminosarum bv. viciae 
ประมวลรหัส putative ferredoxin reductase 

421 36% Bahar และคณะ, 1998  
: AAC31188 

4 acnE 4383-5399 
(1017 bp) 

338 phnE ของ Burkholderia sp. RP007 ประมวลรหัส 
hydratase-aldolase 

330 38%  Laurie และ Lloyd-Jones, 
1999 : AAD09869 

5 acnK 5463-6914 
(1452 bp) 

483 phdK ของ Nocardioides sp. KP7 ประมวลรหัส 
2-carboxybenzaldehyde dehydrogenase  

485 46% Iwabuchi และ Harayama, 
1997 : BAA31236 

6 - 7042-7824 
(783 bp) 

260 ORF ที่ประมวลรหัส adducin-like protein ของ
Mesorhizobium  loti   

234 38% Kaneko และคณะ, 2000  
: NP_107234 

7 acnO 7890-8696 
(807 bp) 

268 Novosphingobium  aromaticivorans ประมวลรหัส 
short-chain alcohol dehydrogenase 

296 56% Romine และคณะ, 1999  
: ZP_00093213 
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1  5’ATCGATCCCGCGATACGATGCGAAATAGAAGCCCTGATTGTCGAGCATTCGTGGATGCTC 
 
61   GATCATCACAAATCCGAGAACCTCGGCGATCTCTATATCGAAACTGGAAAGCTGACCGGG 
             
121  CTTGGTGGAGACCGGATCGGTCGCGAGGCGATCAATGCCTATGGCCGCAAGCGTGGCGCC 
              
181  AACATAACGCGGGCCGCCCGGCATGTGAACAGCAACATCCGCCTGATCAGCGAAGGCCCC 
              
241  GGACGGGTGCGCAGCCTCAGCTCGATCCTGCTTTTGCGCCACGATGGCGAAGATATGGGA 
              
301  ACCGCCGACCCGGTCGCACTTGCGGACGCACAGGACGTGTTCGTGAAATGCGACGATGGC 
             
361  CGGTGGCGCTTCGAGGAACGGCATCTAGTGCTGCGGTTCGAATCGGCTGCCCATCGCAGT 
 
                            -35                 -10        RBS  
421  CAGGCGTAGAGACCGCTCCTTGTTCAGGCCGCGCCCCACAGGTATATTTTTGAAAGGACA 
           (acnN) 
           ORF1  
481  GGCTCGATGGCAAATCTTGCACTGAGCTATGCAGGACACCGCTCCGACAGGGTCGATGAC 
  1        M  A  N  L  A  L  S  Y  A  G  H  R  S  D  R  V  D  D   
            
541  CTCTATTTCGGCGTCGCCAAGCCGGAAGCGATCGACCTGCACTTCGTCCCGCTTCCACCG 
 19  L  Y  F  G  V  A  K  P  E  A  I  D  L  H  F  V  P  L  P  P   
             
601  TTTCAGGCGTTCAACCGCTTTCTTCGCGGCGAATTCGATTGCGGGGAGATGTCGTTTTCG 
 39  A  Q  A  F  N  R  A  L  R  G  E  F  D  C  G  E  M  S  A  S   
             
661  ACATTCGTCATCAAGACGGCGCAAAGCAGGGCAGAGGGCAAGCCATTGCCTTTCGTCGCC 
 59  T  F  V  I  K  T  A  Q  S  R  A  E  G  K  P  L  P  F  V  A   
             
721  ATTCCCGTCTTTCCATCCCGCACGTTCCGCCACGGCGCGATCTATATCAACAGGGCATCG 
 79  I  P  V  A  P  S  R  T  F  R  H  G  A  I  Y  I  N  R  A  S   
             
781  GGCATACAGCGTCCCGAAGATCTCGCGGGACGGCGGGTCGGGGTTCCCGAATATGCGATG 
 99  G  I  Q  R  P  E  D  L  A  G  R  R  V  G  V  P  E  Y  A  M   
             
841  ACGGCTGCGGTCTGGGCGCGCGGCATGTTGCAGCACCAGCATGGTGTCGATCCCGCATCG 
119  T  A  A  V  W  A  R  G  M  L  Q  H  Q  H  G  V  D  P  A  S   
             
901  ATAGAATGGGTGACGGGAGGGCTCCAGGCTGCGGGGCGCAAGCCGCTGTCGGCTGCGGCT 
139  I  E  W  V  T  G  G  L  Q  A  A  G  R  K  P  L  S  A  A  A   
             
961  CCGCCCGGAATTTCCATCCGAAACGAGGAAAACGCGACACTGGACGAACTGCTGGTGACA 
159  P  P  G  I  S  I  R  N  E  E  N  A  T  L  D  E  L  L  V  T   
            
1021 GGTGGCATCGATGCGCTGATAGCGCCGCAAAAACCACCGTCCATACGGCAACGCCGTCCG 
179  G  G  I  D  A  L  I  A  P  Q  K  P  P  S  I  R  Q  R  R  P   
            
1081 GAGGTTTGCCGCCTCTTTCATGACCTCGCGAGTGTCGAGCAGGCTTACTTCCGCGAGACG 
199  E  V  C  R  L  A  H  D  L  A  S  V  E  Q  A  Y  F  R  E  T   
            
1141 GGCCTGTTTCCCATTATGCATACCCTCGTCATCCGCAGGGACATTCACGAACGCCACCCA 
219  G  L  A  P  I  M  H  T  L  V  I  R  R  D  I  H  E  R  H  P   
 
1201 TGGGTCGCAGCCAGTCTCTATCAGGCATTCGAGAAAGCCAAGGACAATTGCCTGGCACGC 
239  W  V  A  A  S  L  Y  Q  A  F  E  K  A  K  D  N  C  L  A  R   
            
1261 CTGCGCGAGGAGGAGCCGGTGCCGCTTTCCCTGCCGTGGAGTGGATCGCTGCGCGAGAGC 
259  L  R  E  E  E  P  V  P  L  S  L  P  W  S  G  S  L  R  E  S   
   
                                                         (มีตอหนาถัดไป) 
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1321 GTGGTCGATATGATGGGTGAGGATTTCTGGCCATACGGCCTGCAAAACAACCGCAAGGTG 
279  V  V  D  M  M  G  E  D  F  W  P  Y  G  L  Q  N  N  R  K  V   
           
1381 ATCGAGGCGCTGTGCCAGTACACCTTCGAGCAGGGGCTGGCACCGGTGAGGGCCGATGCC 
299  I  E  A  L  C  Q  Y  T  F  E  Q  G  L  A  P  V  R  A  D  A   

                                                           (acnM)                 
                                          RBS          ORF2  
1441 GACGAACTGTTCGTTTCCAGCGTCACTGCCATGGCGGGAGACCGGCTGTGATGCGCAAAC 
319  D  E  L  F  V  S  S  V  T  A  M  A  G  D  R  L  *   
1                                                      M  R  K  P   
            
1501 CACTGGAAAAACTGCGCTTCGGGCTAGTCGGTTTGGGCGGTGCCGCGATGCAGATGCTGC 
5      L  E  K  L  R  F  G  L  V  G  L  G  G  A  A  M  Q  M  L  P   
                         NAD+ binding motif 
1561 CGAGTTTCATGGCCCATCCACGTGTCGAACTCGTCGCCTGCGTCGATCCCAACCAGCAGG 
25     S  F  M  A  H  P  R  V  E  L  V  A  C  V  D  P  N  Q  Q  A   
            
1621 CGCGCGACAGCTTTGCCAGAGATTTCAACGCCTCGGCTTATGACAGGATGGAAGTGCTTT 
45     R  D  S  A  A  R  D  F  N  A  S  A  Y  D  R  M  E  V  L  C   
            
1681 GCGAGGACCCGGCTGTCGATGCCGTCTATATCGGAACGCCCCACCAGTTTCATCGGCAAC 
65 E  D  P  A  V  D  A  V  Y  I  G  T  P  H  Q  A  H  R  Q  Q   
                                  
1741 AGGCGATCATGGCAGCGGAAGCCGGAAAGCATATCATCGTCGAAAAACCCATGGCACTGA 
85     A  I  M  A  A  E  A  G  K  H  I  I  V  E  K  P  M  A  L  T   
     consensus sequence of dihydrodiol dehydrogenase novel family       
1801 CGCTGGATGATTGCGATGCGATGAGCGCTGCGGCAGAGCGCAACGGCGTGCGGCTGGTCG 
105    L  D  D  C  D  A  M  S  A  A  A  E  R  N  G  V  R  L  V  V   
 
1861 TAGGCCACACGCACAGCTTCGACCAGCCAATCCGCAAGATGCGGGACATTATAAAATCCG 
125    G  H  T  H  S  F  D  Q  P  I  R  K  M  R  D  I  I  K  S  G   
           
1921 GCGAGGTCGGGCCTCTGGCCATGATCAATACATGGAGCTACGGCAACTTTCTCTACAGGC 
145    E  V  G  P  L  A  M  I  N  T  W  S  Y  G  N  A  L  Y  R  P   
            
1981 CCAGACGTCCCGAGGAACTGAGGACGGAGAGCGGCGGCGGCATCATTTTTAACCAGGTGC 
165    R  R  P  E  E  L  R  T  E  S  G  G  G  I  I  A  N  Q  V  P   
            
2041 CGCACCAGATGGATGTGGTGCGGCTGCTGGGCGGTGGCCTTGTGCGGAGCGTCCGCGCCA 
185    H  Q  M  D  V  V  R  L  L  G  G  G  L  V  R  S  V  R  A  M   
            
2101 TGGCATGGCAACTGGACCCCGACCGCCCGACGGAAGGCAGCCACATGACATTCGTCCAGT 
205    A  W  Q  L  D  P  D  R  P  T  E  G  S  H  M  T  F  V  Q  A   
            
2161 TTGTCGATGGCTCGACCGCCTCCATCGTCTACAGCGGATATGACTATTTCGACAGCGATG 
225    V  D  G  S  T  A  S  I  V  Y  S  G  Y  D  Y  F  D  S  D  E   
            
2221 AATTCCACGGATGGGTTGGCGAGCTTGGCGAGGACAGAACGCCGGGCGGTCATGGCGCAT 
245    F  H  G  W  V  G  E  L  G  E  D  R  T  P  G  G  H  G  A  S   
            
2281 CGCGTGCCGCACTGGCAAAGGCTGCGGGCGGATTATCCGAAGCCACGCTGAAGGGTTCAC 
265    R  A  A  L  A  K  A  A  G  G  L  S  E  A  T  L  K  G  S  R   
            
2341 GCAGCTATGCGGGCAAACCGACCCTGAAAGCCCCCACGCACCCGCCGCATTGCGGCATCA 
285    S  Y  A  G  K  P  T  L  K  A  P  T  H  P  P  H  C  G  I  T   
            
2401 CCATCGCAAGCTGCGCAGGCGGCGATCTGAGAGCGGGGGTGGATGGGGTCAGCCTTTATG 
305    I  A  S  C  A  G  G  D  L  R  A  G  V  D  G  V  S  L  Y  G   
          
                                                         (มีตอหนาถัดไป) 
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2461 GCCGCCACGGGCTCGAACATCGCCCTGTCCCGGTCGGGCTGGCATTTCCCGACAAGGGCG 
325    R  H  G  L  E  H  R  P  V  P  V  G  L  A  A  P  D  K  G  G   
            
2521 GCGTGATCGATGAGTTGTATGAAGCCGTCATCCGCGAGCAGGAGCCTCTGCACAATGGGC 
345    V  I  D  E  L  Y  E  A  V  I  R  E  Q  E  P  L  H  N  G  R   
            
2581 GATGGGGCAAGGCAACGATGGAAGCGTCTCTCGCCGTTCTGGAATCGGCACGAACGGGAC 
365    W  G  K  A  T  M  E  A  S  L  A  V  L  E  S  A  R  T  G  R   
            
2641 GCGACATCGAACTCAAACATCAGGTGCCTGTCATCGATTGAGTTTCAGGAACTCACCACG 
385    D  I  E  L  K  H  Q  V  P  V  I  D  *   
                   (acnL) 
             RBS   ORF3  
2701 GCGGCGCCGGAACCATGAAGCGGAATGGTATCATGACGAACAGGAACATCATCATCATAG 
1                  M  K  R  N  G  I  M  T  N  R  N  I  I  I  I  G   
            
2761 GAGGCGGACCGGCTGGCGTTTCGGCAGCGATCGAGGCCAGAAAACTCGATCCGGCTGCAA 
17     G  G  P  A  G  V  S  A  A  I  E  A  R  K  L  D  P  A  A  N   
            
2821 ATGTGACGCTTCTGACCAGCGAAACGCGGGAGCCCTATGAAAAGCCACCCCTGTCGAAGG 
37     V  T  L  L  T  S  E  T  R  E  P  Y  E  K  P  P  L  S  K  A   
            
2881 CCGTGCTCGCGCACAAGGCCCTTCCGGAAGATGCGCTGATTGCAGGCACTGGAGGGCTGG 
57     V  L  A  H  K  A  L  P  E  D  A  L  I  A  G  T  G  G  L  A   
            
2941 CGGCCCACGGTGTCGCGGTGAAGTTCGGCACGCGCTGCAAGTCGATCGACCGTGAGGCGC 
77     A  H  G  V  A  V  K  F  G  T  R  C  K  S  I  D  R  E  A  R   
            
3001 GTCAGGTGGTGACGGACGACGGACGTCTGCCCTATGACGCGCTGGTCATCGCCAGCGGCT 
97     Q  V  V  T  D  D  G  R  L  P  Y  D  A  L  V  I  A  S  G  S   
            
3061 CGGTGATGCGCGCCTTACCATCCCTCCCCGCCTCCATGCCGGGCGTCCATTATCTGCGCG 
117    V  M  R  A  L  P  S  L  P  A  S  M  P  G  V  H  Y  L  R  E   
            
3121 AAGCAGCCGACGCGGAAGCGATCCGCGAGGCTCTCGGCAACTGCCGGACCCTTGCGGTGG 
137    A  A  D  A  E  A  I  R  E  A  L  G  N  C  R  T  L  A  V  V   
            
3181 TTGGCGCGGGACTGATCGGCCTGGAGGTGGCCGCAACCGCTGCCGAGCTTGGCGTGCAGG 
157    G  A  G  L  I  G  L  E  V  A  A  T  A  A  E  L  G  V  Q  V   
               NAD+ binding of ferredoxin reductase 
3241 TGGAGATATTCGAATTTGCTCCGCGCATTCTGATGCGCGCCTGTGACGGAGAGATCGCCG 
177    E  I  F  E  A  A  P  R  I  L  M  R  A  C  D  G  E  I  A  E   
            
3301 AGATCATCCACGCCTATCATCGACAACACGGCGTGAACATCTGGACCAGCATTGCGGTGA 
197    I  I  H  A  Y  H  R  Q  H  G  V  N  I  W  T  S  I  A  V  T   
            
3361 CGGCTGCGACCGTGACCGGGGATGGCCGGATCAGACTGGACACGAGCGATGGCGCGCACC 
217    A  A  T  V  T  G  D  G  R  I  R  L  D  T  S  D  G  A  H  H   
 
3421 ATGAGGCAGACCAGGTGATCGTGGGTGTCGGCGTTGGGCCGGATGACAGGCTGGCCAAGG 
237    E  A  D  Q  V  I  V  G  V  G  V  G  P  D  D  R  L  A  K  E   
                                                             
3481 AAGCGGGTCTCCTCGTGGATGGCGGGATCATCGTGGATCGGCACTGCCGCACATCGGATC 
257    A  G  L  L  V  D  G  G  I  I  V  D  R  H  C  R  T  S  D  P   
            
3541 CTGCCATTTTTTCGGCGGGCGACTGCACACGATTTCCGGGTCCGACAGGTCCGGTGCGGC 
277    A  I  A  S  A  G  D  C  T  R  A  P  G  P  T  G  P  V  R  L   
 
                                                         (มีตอหนาถัดไป) 
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3601 TGGAAAACTGGATGCACGCACTCGACCACGGCACAGTGGCCGGGGCAAATGCAGCCGGTG 
297 E  N  W  M  H  A  L  D  H  G  T  V  A  G  A  N  A  A  G  G   
                                          Flavin  binding  fold 
3661 GAGACATTGCCTACGAAGCAAAACCCTCCTTCTGGTCTGAACAATACGATCTTTACATTC 
317    D  I  A  Y  E  A  K  P  S  F  W  S  E  Q  Y  D  L  Y  I  Q   
 
3721 AGGGTATCGGCTGGCCGGACCCGGACGCTAGCCGGGTGACACGCCCGCTGGACGGCAACC 
337    G  I  G  W  P  D  P  D  A  S  R  V  T  R  P  L  D  G  N  R   
            
3781 GGGCACTGGTGGTCGAGATGAAGAACGGACTGATCCAGAGCGCGCTCGGCATCAATGTGT 
357    A  L  V  V  E  M  K  N  G  L  I  Q  S  A  L  G  I  N  V  S   
            
3841 CGCGTGATATTGCGGCGATACGACGGCTGATCGACCGGCGGATCGAGGTCGATCCCGTGG 
377    R  D  I  A  A  I  R  R  L  I  D  R  R  I  E  V  D  P  V  A   
            
3901 CTGTCGCAGACCCTGAACGCCCTTTCGCGGATATGCTGAAGCAGAAAGTCTGAGACAGGA 
397    V  A  D  P  E  R  P  F  A  D  M  L  K  Q  K  V  *   
 
3961 CCAACCCTATGCACGGACAGCCCTGCGCTGGGCGGACTGGATAACACGGCAATAGAATTC 
           
4021 AGTTTTACAGAATTCATTTCTTTATTACAGAATTTATTTGCCACATACATCGATGCCGCC 
            
4081 TATAGTGATCACGCGGTCGGAGTGCTGGAGGGGAAGAACAGGCATCCGTCATCTCGACAC 
            
4141 GGCCTTGCGGGCATTGACGATTGTACAAGGCGGGGAGTGAAAAGCGCTTCGCTTGCAGCC 
 
4201 GGAACTGGAGGAGACACCTGGCACTTCCTTGATGACGCAACCGCAGACACACCATTCCCG 
 
4261 GCAATGATCACCCCTTAAAGGGCGGAGCCGAAAGCTCGATTGACGTTCTTGCAGTCCATT 
                            
                                                    RBS   
4321 GCAAGCGCTCCGGACGACCTGTTGTCGTGGGCGCTTTTTATTTCGAAGAAAGGTTGAAGA 
      (acnE) 
       ORF4      
4381 CCATGCTCACTGCTGCCGACATCCATGGGATGTACGCCATCATCGCGACCCCGGCGAAAC 
1      M  L  T  A  A  D  I  H  G  M  Y  A  I  I  A  T  P  A  K  P   
            
4441 CCCATGCCGGAAGACTGGACGCCAAGGACACCGTTGATCTTGCCGAAACCGAGCGGTTGA 
21     H  A  G  R  L  D  A  K  D  T  V  D  L  A  E  T  E  R  L  I   
            
4501 TCAACAAGCTGATCCTTGACGGTTGCGACGGCCTGATCATTACCGGTACGACGGGCGAGT 
41     N  K  L  I  L  D  G  C  D  G  L  I  I  T  G  T  T  G  E  C   
            
4561 GCGCAACGCTGTCCGAGAGCGACTACCGGGCATTCGTGGACTGCGCACTTTCCACCGTCA 
61     A  T  L  S  E  S  D  Y  R  A  F  V  D  C  A  L  S  T  V  N   
            
4621 ACCGGCGCATTCCCACCATCGTGGGTGCGACCGCCATGGGCGGCCATGAGGTCGTGCGCC 
81     R  R  I  P  T  I  V  G  A  T  A  M  G  G  H  E  V  V  R  R   
            
4681 GACTGACGTTTATTCGTGAACAGGGCGCAGACGCGACGCTGCTGGGGTTGCCGATGTGGC 
101    L  T  A  I  R  E  Q  G  A  D  A  T  L  L  G  L  P  M  W  Q   
            
4741 AGCCGGTGACGACACGGATGGCCGTCGATTATTACGCGGGAATTTCAGAACTGTTCCCCG 
121    P  V  T  T  R  M  A  V  D  Y  Y  A  G  I  S  E  L  F  P  D   
            
4801 ATCTTGCGATCATGGCTTACGCTAATGCGCGCGCCTTCCGCTTCTCCTTTCCGCTTGAGT 
141    L  A  I  M  A  Y  A  N  A  R  A  F  R  F  S  A  P  L  E  F   
 
                                                         (มีตอหนาถัดไป) 
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4861 TCTGGTCGGCAGTGGCGCAGGCGGCTCCCACCGTGACTTCGGCGAAGTATTCCCGTACGC 
161    W  S  A  V  A  Q  A  A  P  T  V  T  S  A  K  Y  S  R  T  Q   
            
4921 AGGGACTGAAGGAACTGATCGCGGCGACGGGCGGGCGGATCAATTTCATGCCGAACGAAA 
181    G  L  K  E  L  I  A  A  T  G  G  R  I  N  F  M  P  N  E  M   
            
4981 TGGTCGTGCAGGACTTCTTCGCCATCGCGCCCAATACGACGACGGCCTGCTGGGCAACGG 
201    V  V  Q  D  F  F  A  I  A  P  N  T  T  T  A  C  W  A  T  A   
            
5041 CCTCCGGCATGAACCCTGCGCCTGCAATCGCCCTGATGAGAGCGATCGAAGCCCGGAACC 
221    S  G  M  N  P  A  P  A  I  A  L  M  R  A  I  E  A  R  N  Q   
            
5101 AGGACGCCATCCATACGCTGACGGCGGCCATCGGCTGGGCGAACGAGCCTATTCAGCCCA 
241    D  A  I  H  T  L  T  A  A  I  G  W  A  N  E  P  I  Q  P  M   
            
5161 TGCTGGCCGATGCCGATCTGTTTGCGCAATACAATATCCAGATGGAAAAGACGCGGATCA 
261    L  A  D  A  D  L  A  A  Q  Y  N  I  Q  M  E  K  T  R  I  N   
            
5221 ATGCCGCCGGTTACAGCCAGTGCGGCCCCGTGAGACCCCCCTATCAGGACTTCCCGGAAG 
281    A  A  G  Y  S  Q  C  G  P  V  R  P  P  Y  Q  D  F  P  E  D   
            
5281 ATTATGCCGCGCAGGCCCGTGAATGCGGCCAGCGCTGGCACCGCATCTGCGATGCCTATG 
301    Y  A  A  Q  A  R  E  C  G  Q  R  W  H  R  I  C  D  A  Y  A   
            
5341 CGGGGAATTTCAAGTTCAAGGACCACCCCTGGGAGACAGCGGGCGAACGGACGGCCTGAA 
321    G  N  F  K  F  K  D  H  P  W  E  T  A  G  E  R  T  A  *   
 
                                                         RBS 
5401 ACGGCAGCCGCGCCACTGCGCGCGGCGCCTTTATGCACAGCCAAACTATCTGGAGTAGGT 
      (acnK) 
       ORF5     
5461 CGATGGGATACATCACGACAGCAGACCGCATGCTGATTGGCGGCGAGCTGGTGGAAAGCA 
1      M  G  Y  I  T  T  A  D  R  M  L  I  G  G  E  L  V  E  S  T   
            
5531 CGAGCGGCGCCTGGGAAGAAACATTCAATCCAGCCGATGAAACCGCAATCGGGCGCGTTC 
21     S  G  A  W  E  E  T  F  N  P  A  D  E  T  A  I  G  R  V  P   
            
5581 CTGCCGGGACAAGGGAGGATGTGGACCGCGCCGTTGCCGCAGCCCAGGCGGCATGGCCCG 
41     A  G  T  R  E  D  V  D  R  A  V  A  A  A  Q  A  A  W  P  A   
            
5641 CATGGGCGAGCAAAACACCGAAGGAACGCGGCGAAACCATGCGCGCCTTCGGTGAGAAAA 
61     W  A  S  K  T  P  K  E  R  G  E  T  M  R  A  F  G  E  K  I   
            
5701 TCCGCGCCCGCGCCACGGAAATCCTTCATGTCGAGGTTGCCGACACCGGCAACACCATCA 
81     R  A  R  A  T  E  I  L  H  V  E  V  A  D  T  G  N  T  I  T   
            
5761 CGCCGATGCGCGGAGATGTCGGCCATGCCGTCGACAGTCTCAATTACTATGCCGGCATAG 
101    P  M  R  G  D  V  G  H  A  V  D  S  L  N  Y  Y  A  G  I  A   
            
5821 CCCACGAATTGAAGGGAGAAACGATACCGGCAACCCCGGATCATCTTCACCTGACCATTC 
121    H  E  L  K  G  E  T  I  P  A  T  P  D  H  L  H  L  T  I  R   
            
5881 GCGAGCCCTACGGCGTCGTGGCGCGGATCGTGCCGTTCAACCACCCCTTGATGTTTGCAG 
141    E  P  Y  G  V  V  A  R  I  V  P  F  N  H  P  L  M  A  A  V   
            
5941 TGGCCAGAACAGCCGCCGCCCTTGCCGCCGGCAACGCCGTCATCGTGAAGCCGCCGGAAA 
161    A  R  T  A  A  A  L  A  A  G  N  A  V  I  V  K  P  P  E  T   
 
                                                         (มีตอหนาถัดไป) 
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6001 CCAGCCCGCTATCGGCGATGGTGCTGGCGGAAATCGCCCGCGAGGCGCTGCCGCCCGGGG 
181    S  P  L  S  A  M  V  L  A  E  I  A  R  E  A  L  P  P  G  V   
            
6061 TGTTCAACATCGTGACCGGAACAGGCCCTTCGGTTGGTGAAGCCATCGTGCGGCACCCGG 
201    F  N  I  V  T  G  T  G  P  S  V  G  E  A  I  V  R  H  P  E   
            
6121 AAATCAAGCGCATCGCGTTCATTGGATCGGCAGCCACCGGCCGCGCCATCCAGAGGACTG 
221 I  K  R  I  A  F  I  G  S  A  A  T  G  R  A  I  Q  R  T  A   
                         NAD+ binding fold 
6181 CGGCAGAGGTGAGCGTCAAGCATGTGACACTGGAGCTTGGCGGCAAGAACCCGATGATCG 
241 A  E  V  S  V  K  H  V  T  L  E  L  G  G  K  N  P  M  I  V   
                          Active site of aldehyde dehydrogenase 
6241 TTTTTCCCGACAATGATCCGGACGAGATTGCGCAAGCCGCGGTCAAGGGAATGAATTTCA 
261    A  P  D  N  D  P  D  E  I  A  Q  A  A  V  K  G  M  N  F  T   
            
6301 CCTGGCAGGGCCAGTCCTGCGGCTCGACAAGCCGGTTGATGGTCCACGAAGACCTTTACG 
281    W  Q  G  Q  S  C  G  S  T  S  R  L  M  V  H  E  D  L  Y  D   
            
6361 ATGCCGTGCTTGAGCGTGTGGCAAACATCGTTGCCAGCCTGCGTGTCGGCGACCCGATGC 
301    A  V  L  E  R  V  A  N  I  V  A  S  L  R  V  G  D  P  M  R   
            
6421 GCGACGACAGCGACATGGGACCGATCAACTCCGCCGGGCAGTATCGCAAGGTCATGGGCT 
321    D  D  S  D  M  G  P  I  N  S  A  G  Q  Y  R  K  V  M  G  Y   
            
6481 ATATCGAAAGCGGCAACGCCGAAGGCGCCCGGCTTGTGACAGGCGGCAACCGGCCGGATG 
341    I  E  S  G  N  A  E  G  A  R  L  V  T  G  G  N  R  P  D  G   
            
6541 GTCAAGCCTTCGCCAAGGGTTACTGGGTCAGACCCACCGTCTTTGCCGATGTCGATCCAC 
361    Q  A  F  A  K  G  Y  W  V  R  P  T  V  A  A  D  V  D  P  H   
            
6601 ATATGCGCATCTGGCGGGAAGAGATTTTTGGACCGGTTCTCTCCGTCAGCAAATGGCACT 
381    M  R  I  W  R  E  E  I  A  G  P  V  L  S  V  S  K  W  H  S   
            
6661 CCGTCGATGAGGCGATCCGGCTTGCGAACGGTGTCGAATATGGCCTGACGGCGTCGATCT 
401    V  D  E  A  I  R  L  A  N  G  V  E  Y  G  L  T  A  S  I  W   
            
6721 GGACAAAGGATATCAAGAACGCGCTCAACACGGCACGTCGCATCGACGCTGGCCATATCT 
421    T  K  D  I  K  N  A  L  N  T  A  R  R  I  D  A  G  H  I  W   
            
6781 GGATCAACGGTGTTGGCCCGCATTACCTCGGCGTGCCCTATGGCGGCATGAAGAACAGCG 
441    I  N  G  V  G  P  H  Y  L  G  V  P  Y  G  G  M  K  N  S  G   
            
6841 GCGTCGGGCGCGAAGAGGGCATCGAGGAGATGCTGAGCTACACCGAAACCAAGGTTCTCA 
461    V  G  R  E  E  G  I  E  E  M  L  S  Y  T  E  T  K  V  L  N   
            
6901 ATATCGTCCTGTGACACCTAAAGCAGTTCCATCAAAATTGGAAACCGGTTTTGCTGGAAT 
481    I  V  L  *   
            
6961 TTTGTAAAAACAAAGAGATGGAGCATATCCGGCAAGCGGGAGGCGCACCGGAAATGCTCC 
                                 
               RBS        ORF6  
7021 GGAATGCAGGGAGTTCATACCATGCCTGACCACATCAAACAGACCATCAGCGAGGCGGAT 
1                         M  P  D  H  I  K  Q  T  I  S  E  A  D   
            
7081 CTGAGGGCTGCGGGCTTTTCCGAACCGCTTCCCGACCCGGCCCTGATCGCTGATCTCGTC 
14   L  R  A  A  G  A  S  E  P  L  P  D  P  A  L  I  A  D  L  V   
       
7141 GCGGCCAATCATATCCTGTTCGATCAGGGCGTGGTCGATGCGTTCGGGCATGTCAGCGTC 
34   A  A  N  H  I  L  F  D  Q  G  V  V  D  A  F  G  H  V  S  V   
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7201 CGTCACGACAAACAGCAGGACCGCTACCTTCTGGCGCGCAACATGGCACCGGGTCAGGTG 
54   R  H  D  K  Q  Q  D  R  Y  L  L  A  R  N  M  A  P  G  Q  V   
            
7261 AGCGCCGACGACATCATCGAATTCACCTTCGATGGCGAGGCGGTGAATGGCCGGGAGCGG 
74   S  A  D  D  I  I  E  F  T  F  D  G  E  A  V  N  G  R  E  R   
                                                                             
7321 CGCGTCTATCTCGAACGGTTCATCCATGCGGAACTCTACCGCGCAAGGCCGGATGTGATC 
94   R  V  Y  L  E  R  F  I  H  A  E  L  Y  R  A  R  P  D  V  I   
 
7381 GCTGTCGTTCACAGCCATTCGCATTCCATTCTGCCGCTGACCATCTCCAAATCGGTGCGC 
114  A  V  V  H  S  H  S  H  S  I  L  P  L  T  I  S  K  S  V  R   
           
7441 CTGCGCTCCGTTTTTCATATGGCCGGTTTCATCGGTCAGGACGCACCGCTTTTCGAGATT 
134  L  R  S  V  A  H  M  A  G  F  I  G  Q  D  A  P  L  F  E  I   
        
7501 CGCGATCATGGCGGACCGGCAACCGACCTGCTGATCAGCAACAGCGAACTGGGCCACGCG 
154  R  D  H  G  G  P  A  T  D  L  L  I  S  N  S  E  L  G  H  A   
           
7561 CTGGCCGCGTGCTGCGGAGAGCGGAACATCGTGCTGATGCGCGGACATGGTTCGACCGTC 
174  L  A  A  C  C  G  E  R  N  I  V  L  M  R  G  H  G  S  T  V   
          
7621 GTCGCCGATTCCCTGCCAAGAGCCGTTTACCGTGCCGTCTACGCGGAACTGAATGCACGC 
194  V  A  D  S  L  P  R  A  V  Y  R  A  V  Y  A  E  L  N  A  R   
          
7681 TACCAGTGTGACGCCATCGGGCTGGGCGATGTCGAATATCTGACCGAAGCCGAATGCGAA 
214  Y  Q  C  D  A  I  G  L  G  D  V  E  Y  L  T  E  A  E  C  E   
             
7741 ACCAGCGTCAGAAACGTGGAGGCGCAGTGGCACCGTCCTTGGGCGCTGTGGAAGGAGCAG 
234  T  S  V  R  N  V  E  A  Q  W  H  R  P  W  A  L  W  K  E  Q   
                 
7801 GCAGCCGAACGCCGTGCCGGATAGATGGCAGCCATCATCGTGCCGCGCGCAGGCGCGCGA 
254  A  A  E  R  R  A  G  *   
                                 (acnO) 
                        RBS       ORF7   
7861 TAACAATTCAAGCAACATGAGAGGACATCATGGGTAATCGTCTGGATGAAAAAGTGTGCG 
1                                 M  G  N  R  L  D  E  K  V  C  V   
            
7921 TCATCACCGGCGCGGCGCAAGGGATAGGACAGGGCTGCGCACTCGAAATGGCGGTTCAGG 
12     I  T  G  A  A  Q  G  I  G  Q  G  C  A  L  E  M  A  V  Q  G   
               NAD+ binding site 
7981 GCGGCAGGATCGTTGTCAGTGACCGCAATGTCGCTGGCGGCGAGGAAACCGTTCGGCAAA 
32     G  R  I  V  V  S  D  R  N  V  A  G  G  E  E  T  V  R  Q  I   
            
8041 TCGTCGAGCTGGGCGGTGAGGCAATCTTCGTTGCCTGTGACGTGCGGAACCGCGATGATC 
52     V  E  L  G  G  E  A  I  F  V  A  C  D  V  R  N  R  D  D  L   
           
8101 TCGAAGCTTTGATGAAAGCGGCAGCCAGCCACTTCGGCGGCATTGACGTCCTCTTCAACA 
72 E  A  L  M  K  A  A  A  S  H  F  G  G  I  D  V  L  F  N  N   
                                                    
8161 ATGCGGGCACTCATGACACCGACCTCACGCCCCACACCGCTGTCCACGAATTGCCGGACG 
92     A  G  T  H  D  T  D  L  T  P  H  T  A  V  H  E  L  P  D  E   
      
8221 AGGTCTGGGATATGGTCTATGAGGTCAACCTGCGCTCCATCTGGTACGGCGTGCGCGCTG 
112    V  W  D  M  V  Y  E  V  N  L  R  S  I  W  Y  G  V  R  A  A   
            
8281 CCCTTCCCTATCTTCGCCAATCGAAAGGCGCGTCGATCATCAATACCGCATCTATCGCTT 
132    L  P  Y  L  R  Q  S  K  G  A  S  I  I  N  T  A  S  I  A  S   
 
                                                         (มีตอหนาถัดไป) 
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8341 CCTATGTGGCGATGCCGGTCTCTCCCGCCTACAACGCCACCAAGGGCGCGGTGCTGATGC 
152    Y  V  A  M  P  V  S  P  A  Y  N  A  T  K  G  A  V  L  M  L   
                 Active site of short-chain alcohol dehydrogenase 
8401 TGACAAAATCCATGGCGGTCGATCTTGCGCAGTTCAACATACGGGTGAACTGCATCAACC 
172    T  K  S  M  A  V  D  L  A  Q  F  N  I  R  V  N  C  I  N  P   
            
8461 CCGGCACCATCAAGACGCCGTTGCTGGACAAGTATTTCGACATCATCGAGGATCCCGATG 
192    G  T  I  K  T  P  L  L  D  K  Y  F  D  I  I  E  D  P  D  A   
                                                          
8521 CGCGAGCCGCCGCCCTGCACGGCTTTCTCGGCGCCAATCTCGTTCCACGGCTGGGAACGC 
212    R  A  A  A  L  H  G  A  L  G  A  N  L  V  P  R  L  G  T  P   
            
8581 CGCAGGAAGTCGGCAAGCTGGTCTGTTTCCTTGCATCCGACGACGCCTCGTTCCTGACGG 
232    Q  E  V  G  K  L  V  C  F  L  A  S  D  D  A  S  F  L  T  G   
           
8641 GTGCGGCCTATCTCGTCGATGGCGGCATGACCGCATGGCGCGGCACCCGCACCTGACAGG 
252    A  A  Y  L  V  D  G  G  M  T  A  W  R  G  T  R  T  *   
           
8701 CTGCAACCTGCCTTGCGCATAAAGGGCCGGGCGATCCGCTCCAGAGATTGACCGGCTTTT 
           
8761 TGCTTGCATGTGGATTGTTGCGGCCAAACGGGCAATGAGACTTGAAGGTTTCATGAATTC 3' 
      

รูปที่ 4.37 แสดงลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนที่แปลรหัสจากลําดับนวิคลี
โอไทดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pC9, pE16, pEC120, pC23, pWT, 
pEBR25 และ pHE54 ขนาด 8820 bp   ลูกศรแสดงทิศทางการถอดรหัส   ตัวอักษรสี
ดําแสดงลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pC9, pE16, 
pEC120, pC23, pEBR25 และ pHE54   ตัวอักษรสีชมพูแสดงลําดับนิวคลีโอไทด
ของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกในพลาสมิด pWT (ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 2545)   
เครื่องหมาย * แสดงรหัสสิ้นสุดการถอดรหัส (stop codon) ของบริเวณที่เปนกรอบ
อานรหัสเปด   ลําดับนิวคลีโอไทดตัวหนาแสดงบริเวณที่เปน putative ribosome 
binding site (RBS)   ลําดับนิวคลีโอไทดตัวหนาที่ขีดเสนใตแสดงบริเวณที่ เปน 
putative promoter   กรดอะมิโนที่อยูในกรอบอานรหัสเดียวกันแสดงดวยตัวอักษรสี
เดียวกัน (ตัวอักษรสีแดงและสีน้ําเงิน)   กรดอะมิโนในบริเวณอนุรักษของโปรตีน
แสดงไวในกรอบสี่เหลี่ยม   
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รูปที่ 4.38 แผนที่เรสทริกชันของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกจากพลาสมิดชนิดตางๆรวมขนาด 8820 bp    แสดงชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกของพลาสมิดที่
สรางขึ้นในการทดลองนี้    แสดงชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกของพลาสมิด pWT ซึ่งทราบขอมูลแลว (ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค, 2545)    แ ส ด ง ชิ้ น  
ดีเอ็นเอติดตาม   ลูกศร       แสดงตําแหนงที่เปนกรอบอานรหัสเปด (ORF) และทิศทางการถอดรหัสเปนกรดอะมิโนของกรอบอานรหัสเปด
ตามชื่อที่ระบุไวดานลาง   ลูกศรเล็กแสดงทิศทางการหาลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรตัวตางๆตามที่ระบุชื่อไวดานเหนือลูกศร โดย       เปนการหา
ลําดับนิวคลีโอไทดโดยใชไพรเมอรที่ออกแบบเอง (designed primer) และ        เปนการหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยใช universal primer  
 



บทที่  5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 
 แมวาวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนจะมีการศึกษามาเปนเวลานานแลว   แตจนถึง
ปจจุบันยังไมพบการยอยสลายอะซีแนพธิลีนที่สมบูรณโดยจุลินทรีย   สารมัธยันตตัวสุดทายที่พบ
ในรายงานของวิถีนี้คือกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก (Selifonov และคณะ, 1996)   นอกจาก
นี้ยังไมมีรายงานการยอยสลายอะซีแนพธิลีนโดย Rhizobium และยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย 
อะซีแนพธิลีน    

ทิพวรรณ  ลอรัตนไชยยงค  (2545) จึงได เร่ิมศึกษายีนที่ เกี่ยวของกับการยอยสลาย           
อะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1   พบยีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิ
ลีนคือ acnE ซ่ึงมีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกับไฮดราเทส-อัลโดเลส และ acnK ลําดับกรดอะมิโนมี
ความเหมือนกับ 2-คารบอกซีเบนซัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนสแทรกสอดอยูในพลาสมิด pWT   เนื่องจาก
งานวิจัยดังกลาวขางตนยังพบวามี 2 ORF ที่ยังไมไดหาลําดับนิวคลีโอไทดอยางสมบูรณ (ดังแสดง
ในรูปที่ 4.1) ซึ่ง ORF1 ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (ferredoxin 
reductase) ที่ประมวลรหัสโดย mocF ของ Rhizobium leguminosarum bv. viciae (Bahar และ
คณะ, 1998) และ ORF5 ลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับ short-chain dehydrogenase ที่
ประมวลรหัสโดย yigI ของ Pseudomonas aeruginosa สายพันธุ  PA01 (Stover และคณะ , 
2000)   ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณที่เหนือข้ึนไปจาก 
ORF1 หรือถัดลงมาจาก ORF5 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนที่ทราบแลวเปนตัวติด
ตามยีนอื่นๆที่อยูขางเคียงดวยเทคนิคเซาทเธอรนไฮบริไดเซชันกับดีเอ็นเอติดตามที่สรางขึ้นในการ
ทดลองนี้เพื่อหายีนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1
บริเวณเหนือข้ึนไปจาก acnE และถัดลงมาจาก acnK   

การหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณเหนือข้ึนไปจาก ORF1 เร่ิมจากการสรางดีเอ็นเอติดตาม 
L1 L2 L3 และ L4 ตามลําดับ   จากนั้นนําไปติดตามในจีโนมิกดีเอ็นเอของ Rhizobium sp. สาย
พันธุ CU-A1   ผลการทดลองไดโคลนทั้งหมด 4 ตัวคือ pC23 pEC120 pE16 และ pC9 ตามลําดับ  
จากการหาลําดับนิวคลีโอไทดของช้ินดีเอ็นเอแทรกสอดทั้งชิ้นทั้งสองสาย (sense และ antisense 
strands) ในพลาสมิดที่ โคลนไดโดยใชทั้งวิธี primer walking และการใช universal primer ที่
จําเพาะกับพลาสมิดของโคลนนั้น   เมื่อนําขอมูลที่ไดทั้งหมดจาก pC23 pEC120 pE16 และ pC9 
มาเชื่อมตอกันและทําการตัดขอมูลที่ซอนทับกันของแตละตัวออกไปไดลําดับนิวคลีโอไทดเหนือข้ึน
ไปจาก ORF1 ทั้งหมด 3535 bp  
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จากนั้นหาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณที่ถัดลงมาจาก ORF5 โดยการสรางดีเอ็นเอติดตาม 
R1 และ R2 ตามลําดับ   ผลการทดลองไดโคลนทั้งหมด 2 ตัวคือ pEBR25 และ pHE54 ตามลําดับ   
จากการหาลําดับนิวคลีโอไทดของช้ินดีเอ็นเอแทรกสอดทั้งชิ้นทั้งสองสาย (sense และ antisense 
strands) ในพลาสมิดที่ โคลนไดโดยใชทั้งวิธี primer walking และการใช universal primer ที่
จําเพาะกับพลาสมิดของโคลนนั้น   เมื่อนําขอมูลที่ไดทั้งหมดจาก pEBR25 และ pHE54 มาเชื่อม
ตอกันและทําการตัดขอมูลที่ซอนทับกันของแตละตัวออกไปไดลําดับนิวคลีโอไทดถัดลงมาจาก 
ORF2 ทั้งหมด 711 bp  

เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณเหนือขึ้นไปจาก ORF1 ทั้งหมด 3535 bp และลําดับ     
นิวคลีโอไทดที่ถัดลงมาจาก ORF5 ทั้งหมด 711 bp มาเชื่อมตอกับลําดับนิวคลีโอไทดที่ทราบขอมูล
แลวของชิ้นดีเอ็นเอแทรกสอดใน pWT ที่มีขนาด 4574 bp ดวยโปรแกรม DNASIS จะไดลําดับ   
นิวคลีโอไทดรวมทั้งสิ้น 8820 bp (ดังแสดงไวในรูปที่ 4.37)   นําลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดไปเทียบ
ความเหมือนในระดับกรดอะมิโนดวยโปรแกรม BlastX version 2.2.6 และหาบริเวณที่คาดวาจะ
เปนโปรโมเตอรโดยนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบกับ consensus sequence -35 
region และ -10 region ของโปรโมเตอรที่รายงานโดย Lisser และ Margalit (1993) ดังแสดงในรูป
ที่ 5.1   

 
รูปที่ 5.1 Consensus sequence ของโปรโมเตอร (Lisser และ Margalit, 1993) ตัวเลขใต
เบสแตละตัวแสดงเปอรเซ็นตการพบเบสชนิดนี้ที่ตําแหนงนั้น 

จากขอมูลความเหมือนในระดับกรดอะมิโนที่ไดจากโปรแกรม BlastX และการหาตําแหนง
จุดเริ่มตนและสิ้นสุดการถอดรหัสเปนโปรตีนรวมถึงตําแหนงเกาะของไรโบโซม  (ribosome 
binding site, RBS)  อาจสามารถระบุกรอบอานรหัสเปด (Open Reading Frame, ORF) ได
จํานวน 7 กรอบ ซึ่งมีทิศทางการถอดรหัสไปทางเดียวกัน  (ดูรูปที่ 4.38 ประกอบ)  

พบบริเวณที่คาดวาจะเปนโปรโมเตอร (promoter) เหนือกรอบอานรหัสเปดที่1 ประกอบ
ดวยลําดับนิวคลีโอไทด 5’-TTCAGG-3’ และ 5’-TATAAT-3’ (ดังแสดงในรูปที่ 4.37) ซึ่งคลายกับ 
consensus sequence ของ -35 region และ consensus sequence ของ -10 region ตามลําดับ 
ที่รายงานโดย Lisser และ Margalit (1993)  

นอกจากนี้ยังพบบริเวณที่คาดวาจะเปนตําแหนงเกาะของไรโบโซม(ribosome binding 
site หรือ Shine-Dalgarno sequence) หนากรอบอานรหัสเปดทุกกรอบ   โดยบริเวณตําแหนง
เกาะของไรโบโซมมักจะประกอบดวยนิวคลีโอไทดชนิดพิวรีน 3-10 เบส อยูกอนรหัสเร่ิมตนของ
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กรอบอานรหัสเปดประมาณ 10 เบส เสนอโดย Shine และ Dalgarno (1974)   จากผลการทดลอง
ที่พบนี้อาจกลาวไดวากรอบอานรหัสเปดทั้ง 7 แหงนาจะถอดรหัสเปน mRNA สายเดียวกันดังนี้ 

กรอบอานรหัสเปดที่ 1 (ORF1) หรือ acnN อยูในกรอบอานรหัสเดียวกับกรอบอานรหัส
เปดที่ 6 แตอยูในกรอบอานรหัสที่ตางจากกรอบอานรหัสเปดที่ 2-5 และ7 ประกอบดวยกรดอะมิโน 
334 ตัว  มีความเหมือนกับ 4,5-ไดไฮดรอกซีพธาเลทดีคารบอกซีเลส (4,5-dihydroxyphthalate 
decarboxylase) ที่ ป ระมวลรหั ส โดย  ophC ของ  Burkholderia cepacia สายพั น ธุ  DBO1 
(Chang และ Zylstra, 1998) เทากับ 36%  ซึ่ง 4,5-ไดไฮดรอกซีพธาเลทดีคารบอกซิเลส จะทํา
หนาที่ในการเปลี่ยน 4,5-ไดไฮดรอกซีพธาเลท (4,5-dihydroxyphthalate) เปน โปรโตคาทีคูเอท 
(protocatechuate) ในวิถีการยอยสลายพธาเลท (phthalate) ของ Burkholderia cepacia สาย
พันธุ DBO1 ดังแสดงในรูปที่ 5.1 

 
รูปที่ 5.2 การเรงปฏิกิริยาของ 4,5-ไดไฮดรอกซีพธาเลทดีคารบอกซิเลสใน Burkholderia 
cepacia สายพันธุ DBO1 (Chang และ Zylstra, 1998) 

 กรอบอานรหัสเปดที่ 2 (ORF2) หรือ acnM  ประกอบดวยกรดอะมิโน 396 ตัว  มีความ
เหมือนกับโปรตีนที่ คาดวาจะเปน  ซิส -4,5-ไดไฮดรอกซีพธาเลทดี ไฮโดรจี เนส  (cis-4,5-
dihydroxyphthalate dehydrogenase) ที่ประมวลรหัสโดย pht4 ของ P. putida (Nomura และ
คณะ, 1992) เทากับ 45% ซึ่ง ซิส-4,5-ไดไฮดรอกซีพธาเลทดีไฮโดรจีเนสทําหนาที่ในการเปลี่ยน 
ซิส-4,5-ไดไฮโดร-4,5-ไดไฮดรอกซีพธาเลท (cis-4,5-dihydro-4,5-dihydroxyphthalate ) ไดเปน 
4,5-ไดไฮดรอกซีพธาเลท (4,5-dihydroxyphthalate) ในวิถีการยอยสลายพธาเลทของ P. putida 
(Nomura และคณะ, 1992) ดังแสดงในรูปที่ 5.2 

 
รูปที่ 5.3 การเรงปฏิกิริยาของ ซิส-4,5-ไดไฮดรอกซีพธาเลทดีไฮโดรจีเนส ใน P. putida 
(Nomura และคณะ, 1992)  
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พบบ ริเวณอนุ รักษ  (conserved motif) ในการจับกับ  NAD+ ของเอนไซม ในกลุ ม 
dihydrodiol dehydrogenase novel family ที่ประกอบดวยกรดอะมิโน GXXGXG (X หมายถึง 
กรดอะมิโนตัวใดๆ) (Nakatsu และ Wyndham, 1997; Chang และ Zylstra, 1998) โดยใน ORF 
นี้บริเวณอนุรักษดังกลาวประกอบดวยลําดับกรดอะมิโน GLVGLG  

พบบริเวณ  consensus sequence ของเอนไซมในกลุม dihydrodiol dehydrogenase 
novel family (Nakatsu และ Wyndham, 1997; Chang และ  Zylstra, 1998; Masai, และคณะ 
2000) ที่ประกอบดวยกรดอะมิโน HX11KHVLXEKPXA (X หมายถึง กรดอะมิโนตัวใดๆ) โดยใน 
ORF นี้บริเวณ consensus ดังกลาวประกอบดวยลําดับกรดอะมิโน HRQQAIMAAEAGKHIIV 
EKPMA  

Dihydrodiol dehydrogenase novel family จัดเปนดีไฮโดรจีเนสกลุมใหมที่มีความแตก
ตางไปจาก dehydrogenase superfamilies Type I II และ III (Nakatsu และ Wyndham, 1997; 
Masai, และคณะ 2000)   เนื่องจากพบวามีบริเวณอนุรักษ (conserved motif) ในการจับกับ 
NAD+ ของเอนไซมและบริเวณ  consensus sequence ที่ แตกตางไปจาก  dehydrogenase 
superfamilies Type I II และ  III   ตั วอย างเอนไซมที่ อยู ในกลุ มนี้ ได แก  cis-4,5-dihydroxy 
phthalate dehydrogenase ข อ ง  P. putida (Nomura แ ล ะ ค ณ ะ , 1992)  cis-phthalate 
dihydrodiol dehydrogenase ของ Burkholderia cepacia DBO1 (Chang และ Zylstra, 1998)  
และ  glucose-fructose oxidoreductase ของ  Zymomonas mobilis (Kanagasundaram และ 
Scopes, 1992) 

กรอบอานรหัสเปดที่ 3 (ORF3) หรือ acnL ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค (2545) ไดรายงาน
วา ORF นี้ยังไมไดหาลําดับนิวคลีโอไทดอยางสมบูรณ   ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงทําการหาลําดับนิวคลี
โอไทดที่เหนือข้ึนไปจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ทราบแลว  หลังจากไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
ครบถวนสามารถระบุไดวา ORF นี้ประกอบดวยลําดับกรดอะมิโน 412 ตัว  มีความเหมือนกับ
โปรตีนที่คาดวาจะเปนเฟอรรีดอกซินรีดักเทส (putative ferredoxin reductase) ที่ประมวลรหัส
โดย mocF ของ Rhizobium leguminosarum bv. viciae (Bahar และคณะ, 1998) เทากับ 36%    

พบบริเวณอนุรักษ (conserved motif) ในการจับกับ NAD+ ของเฟอรรีดอกซินรีดักเทสซึ่ง
มีลําดับกรดอะมิโนเปน GXGX2GX3AX6G (X หมายถึง กรดอะมิโนตัวใดๆ) เสนอโดย Hanukoglu 
และ Gutfinger (1989) โดยใน ORF นี้บริเวณอนุรักษดังกลาวประกอบดวยกรดอะมิโน GAGLIG 
LEVAATAAELG  

พบบริเวณอนุรักษ (conserved motif) ในการจับกับฟลาวิน (flavin) ภายในโมเลกุลของ 
FAD ของกรอบอานรหัสเปดนี้  โดยบริเวณดังกลาวประกอบดวยกรดอะมิโน TVAGANAAGGD 
คลายกับรายงานที่เสนอโดย Eggink และคณะ (1990) ซึ่งมีลําดับกรดอะมิโนเปน TX6AXGD (X 
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หมายถึง กรดอะมิโนตัวใดๆ)   เฟอรรีดอกซินรีดักเทสของ Rhizobium leguminosarum bv. 
viciae เปนองคประกอบหนึ่งของระบบเอนไซมออกซิจีเนส (oxygenase system) เกี่ยวของกับ
กระบวนการเมตาบอลิซึมของสารไรโซพีน (rhizopines) ซึ่งเปนสารประกอบประเภท inositol ที่
สรางโดย bacteroid ในรากพืช (Bahar และคณะ, 1998)  

การยอยสลาย PAHs ทั่วไปนั้นตองการไดออกซิจีเนสเปนเอนไซมเร่ิมตนในปฏิกิริยาการ
ยอยสลาย   สําหรับไดออกซิจีเนสนั้นประกอบดวย 4 หนวยยอย ไดแก  เฟอรรีดอกซินรีดักเทส  
เฟอรรีดอกซิน  ISP large subunit (α2)  และ small subunit (β2) (Ensley และคณะ, 1982)  ซึ่ง
เฟอรรีดอกซินรีดักเทสเปนหนวยหนึ่งที่สําคัญตอการทํางานของไดออกซิจีเนส   แตเนื่องจากมีราย
งานวาเฟอรรีดอกซินรีดักเทสเปนเอนไซมที่ไมจําเพาะตอปฏิกิริยา (Kurkela และคณะ, 1988; 
Simon และคณะ, 1993)   ดังนั้นความเกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนของกรอบอานรหัส
เปดนี้ยังไมสามารถที่จะสรุปไดแนนอนซ่ึงการสรุปจะแนชัดขึ้นเมื่อมีการศึกษาความสัมพันธกัน
ระหวางการเจริญในอะซีแนพธิลีนและการแสดงออกของยีน 

สําหรับกรอบอานรหัสเปดที่ 4 5 และ 6 นั้นเปนกรอบอานรหัสที่ทราบลําดับนิวคลีโอไทด
สมบูรณแลวโดย ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค (2545) ไดรายงานถึงกรอบอานรหัสทั้ง 3 ไวโดยสรุป
ดังตอไปนี้  

กรอบอานรหัสเปดที่ 4 (ORF4) หรือ acnE ประกอบดวยกรดอะมิโน 338 ตัว  มีความ
เหมื อนกับ ไฮดรา เทส -อั ล โด เลส  (Hydratase-aldolase) ที่ ป ระมวลรหั ส โดย  phnE ของ 
Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 (Laurie และ Lloyd-Jones, 1999) เทากับ 38%  ไฮดราเทส-
อัลโดเลสของ Burkholderia sp. สายพันธุ RP007 ทําหนาที่ ในการตัดกิ่งคารบอนของกรด 
ทรานส-o-ไดไฮดรอกซีเบนซิลิดีนไพรูวิก [trans-o-hydroxybenzylidene-pyruvic acid (tHBPA)] 
ไดเปนซาลิไซรัลดีไฮด (salicylaldehyde) ในวิถีการยอยสลายแนพธาลีนและฟแนนทรีน (Laurie 
และ Lloyd-Jones, 1999) 

กรอบอานรหัสเปดที่ 5 (ORF5) หรือ acnK ประกอบดวยกรดอะมิโน 483 ตัว  มีความ
เหมือนกับ 2-คารบอกซีเบนซัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนส (2-carboxybenzaldehyde dehydrogenase) 
ที่ประมวลรหัสโดย phdK ของ Nocardioides sp. สายพันธุ KP7 (Iwabuchi และ Harayama, 
1997) เทากับ 46%   2-คารบอกซีเบนซัลดีไฮดดีไฮโดรจีเนสของ Nocardioides sp. สายพันธุ 
KP7 ทําหนาที่ในการเปลี่ยน 2-คารบอกซีเบนซัลดีไฮดใหเปน กรดพธาลิก (o-phthalic acid) ในวิถี
การยอยสลายฟแนนทรีน (Iwabuchi และ Harayama, 1997) 

กรอบอานรหัสเปดที่ 6 (ORF6) อยูในกรอบอานรหัสเดียวกับ ORF1 แตอยูในกรอบอาน
รหัสเปดที่ตางจาก ORF2-5 และ 7 ประกอบดวยกรดอะมิโน 260 ตัว  มีความเหมือนกับโปรตีนที่
คลายกับแอดดูซิน (adducin) ประมวลรหัสโดยยีนในจีโนมของ Mesorhizobium loti (Kaneko 
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และคณะ, 2000) เทากับ 38%   ปจจุบันยังไมทราบหนาที่การทํางานของโปรตีนที่คลายกับแอด
ดูซินที่แนนอน 
 กรอบอานรหัสเปดที่ 7 (ORF7) หรือ acnO  ทิพวรรณ ลอรัตนไชยยงค (2545) ไดรายงาน
วา ORF นี้ยังไมไดหาลําดับนิวคลีโอไทดอยางสมบูรณ   ดังน้ันงานวิจัยนี้จึงทําการหาลําดับนิวคลี
โอไทดที่ถัดลงมาจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ทราบแลวเมื่อไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดครบถวน
สามารถระบุไดวา ORF นี้ประกอบดวยกรดอะมิโน 268 ตัว  มีความเหมือนกับ short-chain 
alcohol dehydrogenase ข อ ง  Novosphingobium  aromaticivorans (Romine แ ล ะ คณ ะ , 
1999) เทากับ 56%   

พบบริเวณอนุรักษ (conserved motif) ในการจับกับ NAD+ ของเอนไซมในกลุม alcohol 
dehydrogenase Type II ที่ประกอบดวยลําดับกรดอะมิโนดังนี้ GXXXGXG (X หมายถึง กรด    
อะมิโนตัวใดๆ) (Reid และ Fewson, 1994)  โดยใน ORF นี้บริเวณอนุรักษดังกลาวประกอบดวย
ลําดับกรดอะมิโน GAAQGIG  

พบบริเวณอนุรักษที่ประกอบดวยกรดอะมิโน YNATK ที่กรดอะมิโนตําแหนงที่ 161-165 
ของกรอบอ านรหั ส เป ดนี้ ซึ่ งคล ายกับบ ริเวณ เรง  (active site) ของ  short-chain alcohol 
dehydrogenase ใน  Candida tropicalis ที่มีลําดับกรดอะมิโนเปน  YASAK (Qin และคณะ , 
2000)  สําหรับหนาที่ของ short-chain alcohol dehydrogenase  ที่เกี่ยวของกับการยอยสลาย 
PAHs ไมมีการกลาวถึงโดยตรง   พบแตเพียงรายงานบางสวนที่กลาวถึงความเกี่ยวของของ short-
chain alcohol dehydrogenase ในกระบวนการเมตาบอลิซึมของสารอะโรมาติกไฮโดรคารบอน 
(Junker และคณะ, 1997) และทําหนาที่ เปนเอนไซมรวมในกระบวนการ β-oxidation ใน P. 
aerugunosa สายพันธุ PAO1 (Stover และคณะ, 2000) 

Cheng และคณ ะ  (2000) ราย งาน ว า  Acinetobacter sp. สายพันธุ SE19 มี  chnA 
ประมวลรหัสไซโคลเฮกซานอล  ซึ่งกรดอะมิโนของยีนชนิดนี้มีความเหมือนกับ แอลกอฮอล           
ดีไฮโดรจีเนส ( Short-chain zinc-independent alcohol dehydrogenase) ของ Sphingomonas  
paucimobilis (Nagata และคณะ, 1994) เทากับ  41%  สําหรับในสายพันธุ SE19 นี้ เอนไซม       
ไซโคลเฮกซานอลดีไฮโดรจีเนส ทําหนาที่ในการเปลี่ยน ไซโครเฮกซานอล (cyclohexanol) ไดเปน
ไซโครเฮกซาโนน (cyclohexanone) ดังแสดงในรูปที่ 5.4 

 
รูปที่ 5.4  การเรงปฏิกิริยาของไซโคลเฮกซานอลดีไฮโดรจีเนสในวิถีการยอยสลายไซโคร
เฮกซานอลของ Acinetobacter sp. สายพันธุ SE19 (Cheng และคณะ, 2000)   
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เมื่อพิจารณาวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 โดย
อาศัยขอมูลยีนและรายงานที่ผานมาสามารถสรุปไดในเบื้องตนวา Rhizobium sp. สายพันธุ CU-
A1 อาจมีวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนมาเปนกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกเชนเดียวกับ 
P. aeruginosa สายพันธุ PAO1   เนื่องจากพบการสะสมของอะซีแนพธีนควิโนน  กรดแนพธาลีน-
1,8-ไดคารบอกซิลิก และกรดแนพโธอิก (ศิริวัตร ปุณฑริกพันธุ, 2545; Poonthrigpun และคณะ, 
2003)   นอกจากนี้ยังพบกรด-2,5-ไดไฮดรอกซีเบนโซอิกหรือกรดเจนทิสิกสะสมในสายพันธุกลาย 
A53 (ศิริวัตร ปุณฑริกพันธุ, 2545) ซึ่งมีรายงานวากรดเจนทิสิกเปนสารมัธยันตที่มักเกิดขึ้นจาก
การยอยสลาย PAHs หลายชนิด (Starovoitov, 1975; Grifoll และคณะ, 1995)   ดังนั้น ศิริวัตร 
ปุณฑริกพันธุ (2545) จึงไดเสนอวา Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 อาจสามารถยอยสลายกรด
แนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกมาเปนกรดเจนทิสิกได   โดยกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก
อาจถูกดึงหมูคารบอกซิลิกบนวงเบนซีนออก 1 หมูทําใหเกิดเปนกรดแนพโธอิกและเกิดการเติม
ออกซิเจน 2 อะตอมบนวงเบนซีนที่ไมมีหมูคารบอกซิลของกรดแนพโธอิกเพื่อแตกวงตอไปเกิดเปน 
1,2-ไดไฮดรอกซี-8-คารบอกซีแนพธาลีนเหมือนเชนวิถีการยอยสลายกรดแนพโธอิกของ 
Pseudomonas maltophilia CSV89 (Phale และคณะ, 1995)    จากนั้นกรดซาลิไซลิกจะเปลี่ยน
เปนกรดเจนทิสิก (Fuenmayer และคณะ, 1998) และเปลี่ยนเปนมาเลอิลไพรูเวท  ฟูมาริลไพรูเวท  
และไพรูเวทกับฟูมาเรท ตามลําดับ (Zhou และคณะ, 2001) เพื่อเขาสูวัฏจักรของกรดไตรคารบอก
ซิลิก (TCA cycle) ตอไป   ดังแสดงในรูป 5.5   ซึ่งสอดคลองกับการพบมาเลอิลไพรูเวทและฟูมาริล
ไพรูเวทสะสมในน้ําเลี้ยงเชื้อของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 (ธัญญรัตน  ชํานาญกิจ, ขอมลู
ยังไมไดตีพิมพ) 

 เมื่อพิจารณาฟโนไทปของสายพันธุกลาย E11คือ สายพันธุกลายนี้ไมสามารถเจริญทั้ง
ในอะซีแนพธิลีน  อะซีแนพโธควิโนนและกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก (ธัญนุช เกรียงไกร
พิพัฒน, 2544) และบริเวณที่ทรานสโปซอน Tn5 เขาแทรกสอดคือบริเวณ acnE ซึ่งมีความเหมือน
กับไฮดราเทส-อัลโดเลส (Hydratase-aldolase)   เมื่อนําขอมูลบางสวนของยีนนี้มาสรางดีเอ็นเอ
ติดตามแลวนําไปติดตามใน  Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 จะไดขอมูลของยีนตางๆมา
ประกอบการพิจารณารวมกับวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีน   และคาดวายีนที่พบนาจะเกี่ยวของ
กับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในสวนที่เกี่ยวของกับการยอยสลายตั้งแตกรดแนพธาลีน-1,8-ได
คารบอกซิลิกลงมา ดังแสดงในรูปที่ 5.5  
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รูปที่ 5.5 ก) 1. วิถีการยอยสลายกรดแนพโธอิกของ Pseudomonas maltophilla CSV89 
(Phale และคณะ, 1995) 2. วิถีการยอยสลายกรดซาลิไซลิก (Fuenmayor และคณะ, 1998) 
และกรดเจนทิสิก (Zhou และคณะ, 2001)  ข) ไดอะแกรมเสนอวิถีการยอยสลายกรดแนพ
ธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกและยีนที่เกี่ยวของของ Rhizobium sp. CU-A1   รูปเขมคือ สาร
มัธยันตที่พิสูจนเอกลักษณไดแลวของ CU-A1 (ศิริวตัร ปุณฑริกพันธุ, 2545; Poonthrigpun 
และคณะ, 2003)  ตัวอักษรสีน้ําเงินคือ เอนไซมของวิถีอางอิง  ตัวอักษรสีแดงคือ ยีนและ
เอนไซมที่เสนอในวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนของ CU-A1 
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จากรูปที่ 5.5  acnLMEK และ acnN อาจเกี่ยวของกับการยอยสลายกรดแนพธาลีน-1,8-
ไดคารบอกซิลิกลงมาจนกระทั่งไดเปนกรดเจนทิสิก   เนื่องจากยีนทั้ง 5 มีลําดับกรดอะมิโนคลาย
กับกรดอะมิโนที่ประมวลรหัสเฟอรรีดอกซินรีดักเทส  ซิส-ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส  ไฮดราเทส-
อัลโดเลส  ดีไฮโดรจีเนส  และดีคารบอกซิเลส ตามลาํดับ    ดังนั้นเอนไซมที่ประมวลรหัสโดยยีนทั้ง 
5 อาจทําหนาที่คลายกับเฟอรรีดอกซินรีดักเทส  ซิส-ไดไฮโดรไดออลดีไฮโดรจีเนส  ไฮดราเทส-อัล
โดเลส  ดีไฮโดรจีเนส  และดีคารบอกซิเลส ดังที่เสนอในรูปที่ 5.5    โดยกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคาร
บอกซิลิกอาจถูกดึงหมูคารบอกซิลิกบนวงเบนซีนออก 1 หมูทําใหเกิดเปนกรดแนพโธอิกและเกิด
การเติมออกซิเจน 2 อะตอมที่คารบอนตําแหนงที่ 1 และ 2 บนวงเบนซีนที่ไมมีหมูคารบอกซิลของ
กรดแนพโธอิกเพื่อแตกวงตอไปเกิดเปน 1,2-ไดไฮดรอกซี-8-คารบอกซีแนพธาลีน   โดยเอนไซมที่
นาเขามามีบทบาทในขั้นตอนนี้นาจะเปนเอนไซมที่ประมวลรหัสโดย acnL และ acnM  ตามลําดับ    
จากนั้น 1,2-ไดไฮดรอกซี-8-คารบอกซีแนพธาลีน จะถูกยอยสลายตอจนกระทั่งได 2-ไฮดรอกซี-3-
คารบอกซีเบนซิลไพรูเวท  และอาจถูกเรงปฏิกิริยาตอโดยเอนไซมที่ประมวลรหัสโดย acnE ซึ่งอาจ
ทําหนาที่คลายกับไฮดราเทส -อัลโดเลสในการตัดกิ่ งคารบอนของ 2-ไฮดรอกซี-3-คารบอก 
ซีเบนซิลไพรูเวทไดเปนกรด 3-ฟอรมิลซาลิไซลิก และถูกเรงปฏิกิริยาตอโดยเอนไซมที่ประมวลรหัส
โดย acnK ซึ่งอาจทําหนาที่คลายกับดีไฮโดรจีเนสในการเปลี่ยนหมูอัลดีไฮดใหเปนหมูคารบอกซิล
ไดเปน 2-ไฮดรอกซีไอโซพธาลิก   จากนั้นเรงปฏิกิริยาตอโดยเอนไซมที่ประมวลรหสัโดย acnN ซึ่ง
อาจทําหนาที่คลายกับดีคารบอกซิเลสในการตัดหมูคารบอกซิลออกจากวงเบนซีนของกรด 2-ไฮ 
ดรอกซีไอโซพธาลิกไดเปนกรดซาลิไซลิกแลวยอยสลายผานกรดเจนทิสิกจนกระทั่งไดไพรูเวทและ 
ฟูมาเลท 

นอกจากนี้ยังอาจเปนไปไดที่วา Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 จะยอยสลายอะซีแนพ 
ธิลีนจนกระทั่งไดเปนกรดแนพธาลนี-1,8-ไดคารบอกซิลิก  แลวยอยสลายจนไดเปนกรด 3-ไฮดรอก
ซีพธาลิก  กรด 3-ไฮดรอกซีเบนโซอิก  และกรดเจนทิสิกหรือกรดโปรโตคาทีคูอิก ตามลําดับดังรูปที่ 
5.6 เชนเดียวกับ Alcaligenes eutrophus และ Alcaligenes paradoxus ที่ยอยสลายอะซีแนพธีน
เปนกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก และกรด 3-ไฮดรอกซีพธาลิก (3-hydroxyphthalic acid) 
(Selifonov และคณะ, 1993)   กรด 3-ไฮดรอกซีพธาลิกอาจถูกยอยสลายตอเปนกรด 3-ไฮดรอกซี
เบนโซอิกซึ่งคลายกับที่เคยมีรายงานใน Pseudomonas testosteroni  วาแบคทีเรียสายพันธุนี้
สามารถยอยสลายกรด 4-ไฮดรอกซีพธาเลท เปน กรด 3-ไฮดรอกซีเบนโซอิก  และกรด 3-ไฮดรอกซี
เบนโซอิกอาจถูกยอยสลายตอเปนกรดเจนทิสิกดังที่เคยมีรายงานใน Pseudomonas alcaligenes 
(Poh และ Bayly, 1980) และ Salmonella typhimurum (Goetz และ Harmuth, 1992) หรือเปน
กรดโปรโตคาทีคูอิกดังที่เคยมีรายงานใน  Rhizobium leguminosarum (Dilworth และ Glenn, 
1981) และ Pseudomonas testosteroni (Nakazawa และ Hayashi, 1978)  
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รูปที่  5.6 ก .) 1. วิถี ก ารย อยสลายอะซี แนพธิลี นของ  Alcaligenes eutrophus และ 
Alcaligenes paradoxus (Selifonov และคณะ, 1993) 2. การยอยสลายกรด 3-ไฮดรอกซี
เบนโซอิกเปนกรดโปรโตคาที คู อิกของ Pseudomonas testosteroni (Nakazawa และ 
Hayashi, 1978) 3. การย อยสลายกรด  3-ไฮดรอกซี เบน โซอิ ก เป น เจนทิ สิ กของ 
Pseudomonas alcaligenes (Poh และ Bayly, 1980) ข.) ไดอะแกรมเสนอวิถีการยอยสลาย 
อะซีแนพธิลีนและยีนที่เกี่ยวของของ Rhizobium sp. CU-A1   รูปเขมคือ สารมัธยันตที่
พิสูจนเอกลักษณไดแลวของ CU-A1 (ศิริวัตร ปุณฑริกพันธุ, 2545; Poonthrigpun และ
คณะ, 2003)  ตัวอักษรสีแดงคือ ยีนและเอนไซมที่เสนอในวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีน 
ของ CU-A1 
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จากรูปที่ 5.6 เมื่อนําสารมัธยันตที่พบจากสายพันธุกลายของสายพันธุ CU-A1 มา
พิจารณารวมกับขอมูลยีนที่พบในงานวิจัยนี้แสดงใหเห็นไดวา Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 
อาจจะยอยสลายอะซีแนพธิลีนจนกระทั่งไดเปนกรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิก    จากนั้นกรด
แนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกอาจจะถูกดึงหมูคารบอกซิลิกบนวงเบนซีนออก 1 หมูทําใหเกิดกรด
แนพโธอิกและเกิดการเติมออกซิเจน 2 อะตอมที่คารบอนตําแหนงที่ 3 และ 4 บนวงเบนซีนที่ไมมี
หมูคารบอกซิลของกรดแนพโธอิกเพื่อแตกวงตอไปผานสารมัธยันตชนิดตางๆจนกระทั่งไดเปนกรด 
3-ไฮดรอกซีพธาลิก   โดยเอนไซมที่เกี่ยวของกับข้ันตอนนี้นาจะประมวลรหัสโดย acnLME และ 
acnK    จากนั้นกรด 3-ไฮดรอกซีพธาลิกจะถูกเรงปฏิกิริยาตอโดยเอนไซมที่มีความคลายกับ 4,5-
ไดไฮดรอกซีพธาเลทดีคารบอกซีเลสซึ่งประมวลรหัสโดย acnN ไดเปนกรด 3-ไฮดรอกซีเบนโซอิก    

เมื่อพิจารณาถึงเปอรเซ็นตความเหมือนของกรดอะมิโนที่ประมวลรหัสโดย acnL และ 
acnM กับกรดอะมิโนอางอิงคือ เฟอรรีดอกซินรีดักเทสและซิส-4,5-ไดไฮดรอกซีพธาเลทดีไฮโดร    
จีเนส   พบวามีความเหมือนต่ําคือ เทากับ 36% และ 45% ตามลําดับ    ดังนั้นเอนไซมที่ประมวล
รหัสโดย acnL และ acnM อาจจะมีบทบาทในขั้นตอนการยอยสลายกรด 3-ไฮดรอกซีเบนโซอิก   
โดยขั้นตอนดังกลาวนาจะเกิดจากการเรงปฏิกิริยาโดยไดออกซีจีเนสซึ่ง acnL ที่พบในงานวิจัยนี้มี
กรดอะมิโนคลายกับเฟอรรีดอกซินรีดักเทส   สําหรับเฟอรรีดอกซินรีดักเทสนั้นจัดเปนหนวยหนึ่งที่
สําคัญของไดออกซีจีเนส    ดังนั้น acnL จึงอาจจะไปเกี่ยวของกับการทํางานของไดออกซีจีเนสใน
สวนที่เปลี่ยนกรด 3-ไฮดรอกซีเบนโซอิกไปเปน ซิส-เบนโซเอทไดไฮโดรไดออล   แตเนื่องจากยังไมมี
ขอมูลยีนประมวลรหัสไดออกซีจีเนสของการยอยสลายอะซีแนพธิลีนใน CU-A1 จึงไมสามารถระบุ
ไดวาขั้นตอนดังกลาวนี้เกิดจากการทํางานของไดออกซีจีเนสประเภทใด   Selifonov และคณะ 
(1996) รายงานวา Pseudomonas สายพันธุ PAO1 ซึ่งไมสามารถออกซิไดซอะซีแนพธิลีนไปเปน 
ซิส-อะซีแนพธีน-1,2-ไดออล  มีดีไฮโดรจีเนสและรีดักเทสไมทราบชนิดสามารถเปลี่ยน ซิส-อะซี
แนพธีน-1,2-ไดออลเปนอะซีแนพโธควิโนน   acnM ที่คัดแยกไดจากงานวิจัยนี้มีความคลายกับ 
ซิส-4,5-ไดไฮดรอกซีพธาเลทดีไฮโดรจีเนสที่ประมวลรหัสโดย pht4 ของ P. putida (Nomura และ
คณะ, 1992) เทากับ 45%  ซึ่ง ซิส-4,5-ไดไฮดรอกซีพธาเลทดีไฮโดรจีเนสทําหนาที่ในการเปลี่ยน 
ซิส-4,5-ไดไฮโดร-4,5-ไดไฮดรอกซีพธาเลท เปน 4,5-ไดไฮดรอกซีพธาเลทในวิถีการยอยสลาย   
พธาเลทของ P. putida (Nomura และคณะ, 1992)   ดังนั้น acnM จึงอาจประมวลรหัสเอนไซมซึ่ง
ทําหนาที่คลายกับ pht4 แตแตกตางกันตรงสับสเตรทโดย acnM จะเปลี่ยน ซิส-เบนโซเอทไดไฮโดร
ไดออลไปเปนกรดโปรโตคาทีคูอิก    นอกจากนี้กรด 3-ไฮดรอกซีเบนโซอิกอาจถูกยอยสลาย 
เปนกรดเจนทิสิกไดเชนเดียวก ับรายงานของ Poh และ Bayly (1980) รายงานวา P. alcaligenes 
ยอยสลายกรด 3-ไฮดรอกซีเบนโซอิกเปนเจนทิสิกและสอดคลองกับการพบสารมัธยันตเจนทิสิกใน
สายพันธุกลายของ CU-A1 
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จากนั้นกรดเจนทิสิกจะถูกออกซิไดซไปเปนมาเลอิลไพรูเวท (maleylpyruvate) โดยเจนทิ
เสท-1,2-ไดออกซิจีเนส (gentisate-1,2-dioxygenase)  และยอยสลายผานฟูมาริลไพรูเวทจน
กระทั่งไดผลิตภัณฑสุดทายเปนไพรูเวทและฟูมาเลท (Zhou และคณะ, 2001)   สวนกรดโปรโตคา
ทีคูอิกจะถูกยอยสลายผานวิถีβ-คีโตแอดิเพธจนกระทั่งไดผลิตภัณฑเปนซัคซินิลโคเอและอะซิทิล
โคเอ (Park และ Ornston,1986)  ไดอะแกรมวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนทั้ง 2 วิถีที่เสนอแสดง
ในรูปที่ 5.7 

 
รูปที่ 5.7 ไดอะแกรมเสนอวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนและยีนที่ เกี่ยวของของ 
Rhizobium sp. CU-A1   รูปเขมคือ สารมัธยันตที่พิสูจนเอกลักษณไดแลวของ CU-A1    
(ศิริวัตร ปุณฑริกพันธุ, 2545; Poonthrigpun และคณะ, 2003)  ตัวอักษรสีแดงคือ ยีนและ
เอนไซมที่เสนอในวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนของ CU-A1 
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สําหรับacnO ซึ่งลําดับกรดอะมิโนมีความเหมือนกับ  short-chain alcohol dehydro 
genase ของ Novosphingobium  aromaticivorans (Romine และคณะ , 1999) เทากับ  56% 
เนื่องจากเอนไซมชนิดนี้มักพบเสมอในจุลินทรียที่มีความสามารถในการยอยสลายสารประกอบ  
อะโรมาติกไดและมีรายงานวาเกี่ยวของกับกระบวนการเมตาบอลิซึมของสารอะโรมาติก
ไฮโดรคารบอน (Junker และคณะ, 1997) โดยทําหนาที่ เปนเอนไซมรวมในกระบวนการ β-
oxidation (Stover และคณะ, 2000)   ดังนั้นเอนไซมที่ประมวลรหัสโดยยีนตัวนี้จึงอาจไปทําหนาที่
ในการเปลี่ยนหมูไฮดรอกซิลเปนหมูคีโตในวิถีการยอยสลายอะซีแนพธิลีนแตยังไมสามารถระบุได
วาเกี่ยวของที่ขั้นตอนใดและตองทําการศึกษาความจําเพาะกับสับสเตรทของเอนไซมรวมดวยจึง
จะตอบขอสงสัยในหนาที่ของเอนไซมตัวนี้ได  

โดยสรุปจากการศึกษายีนที่คัดแยกไดจาก Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1ในงานวิจัยนี้
คือ acnNML และ acnO นาจะเกี่ยวของกับการยอยสลายอะซีแนพธิลีนในสวนวิถีที่ถัดลงมาจาก
กรดแนพธาลีน-1,8-ไดคารบอกซิลิกดังที่ไดกลาวมาแลวขางตนซึ่งความเกี่ยวของกับการยอยสลาย 
อะซีแนพธิลีนของกรอบอานรหัสเปดทั้งหลายที่พบนี้จะสรปุไดแนนอนขึ้นหากมีการพบการสะสม
สารมัธยันตอ่ืนๆเพิ่มเติมจากสายพันธุกลายอื่นๆของ Rhizobium sp. สายพันธุ CU-A1 และการ
สรุปจะแนชัดขึ้นเมื่อมีการตรวจคุณสมบัติของยีนเพิ่มเติมโดยการน็อกเอาทยีน (gene knockout) 
และศึกษาความสัมพันธกันระหวางการเจริญในอะซีแนพธิลีนและการแสดงออกของยีน 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 

ทริปโตน (tryptone)     10.0    กรัม 
ผงสกัดจากยีสต (yeast extract)      5.0    กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)       5.0    กรัม 
 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล  เปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
2. อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Luria-Bertani (LB agar) 
 

เตรียมอาหารดวยวิธีเดียวกับอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB แตเพิ่มวุน 15 กรัมตออาหาร 1 ลติร
ลงไป  จากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 
20 นาที 

 
3. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT (2YT broth) 
 

ทริปโตน (tryptone)     16.0    กรัม 
ผงสกัดจากยีสต (yeast extract)    10.0    กรัม 
โซเดียมคลอไรด (NaCl)       5.0    กรัม 
 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล  เปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
 



ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1. กลีเซอรอล 
 

นํากลีเซอรอลมานึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปน
เวลา 20 นาที  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวนึ่งฆาเชื้อซํ้าอีกรอบหนึ่ง 

 
2. สารปฏิชีวนะ 
 

สารปฏิชีวนะ ความเขมขนของสารละลาย 
แอมพิซิลลิน 100 มก./น้ํา 1 มล. 

 
 ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรองสารละลายผานชุดกรองสําเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตท
ขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร  เก็บรักษาไวในหลอดไมโครฟวจที่อุณหภูมิ -20 Oซ  เมื่อนํามาใช
แลวเก็บที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ไดนาน 1 เดือน 
 
3. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) 

ประกอบดวย 
 Buffer P1 
 Buffer P2 
 Buffer N3 
 Buffer PB 
 Buffer PE 
 Rnase A 
 Collection tube 
 QIAprep Spin column 
 
กอนใชชุดสกัดพลาสมิดครั้งแรกใหเติม RNase A ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  ลงใน Buffer 

P1 และเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ 4 Oซ  และเติมเอธานอลปริมาตร 24 มล. ลงใน Buffer PE 
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4. ชุดติดฉลากและติดตามตําแหนงดีเอ็นเอ DIG High Prime DNA labeling and  
detection starter kit I (Roche, Germany) 

ประกอบดวย 
 หลอดหมายเลข 1     DIG-High Prime, 5X conc. 
 หลอดหมายเลข 2     DIG-labeled control DNA 5 µg/ml 
 หลอดหมายเลข 3     DNA dilution buffer 
 หลอดหมายเลข 4     Anti-Digoxygenin-AP Conjugate 750 U/ml 
  หลอดหมายเลข 5     NBT/BCIP, 50X conc. 
 ขวดหมายเลข    6     Blocking solution, 10X conc. 

ขวดหมายเลข    7    DIG Easy Hyb Granules (add 64 ml sterile double      
                               distilled water, dissolve at 37 OC) 

 และสารละลายที่ตองเตรียมเพิ่มในการทดลองเปนดังนี้ 
 
Maleic acid buffer 
  กรดมาเลอิก      0.1     โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      0.15   โมลาร 
 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.   ปรับคาความเปนกรด-
ดางดวยเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซดเปน 7.5  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
Blocking solution 
 ละลาย 10X blocking solution ใน Maleic acid buffer ที่นึ่งฆาเชื้อแลวดวยอัตราสวน 1 
ตอ 9 (ปริมาตรตอปริมาตร)  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 
 
Detection buffer 
  Trismabase      0.1    โมลาร 
  โซเดียมคลอไรด      0.1    โมลาร 
   
 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 9.5  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 



                                                                                                                                                             129 
 
5. ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากเจล QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) 

ประกอบดวย 
 Buffer QG 
 Buffer PE 
 Buffer PB 

Collection tube 
 QIAquick Spin column 
 

6. Denaturation buffer 
 

โซเดียมไฮดรอกไซด     0.5    โมลาร 
โซเดียมคลอไรด      1.5    โมลาร 
 

 ละลายโซเดียมคลอไรดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จนหมดแลวจึงละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด  เติมน้ําน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความ
ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 
7. Neutralization buffer 
 

Trismabase      0.5    โมลาร 
โซเดียมคลอไรด      3.0    โมลาร 
 

 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางเปน 7.0  ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน  เติมน้ําปลอดประจุจนครบปริมาตร 1,000 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
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8. บัฟเฟอร TE ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

Tris-HCl      10.0    มิลลิโมลาร 
EDTA         1.0    มิลลิโมลาร 
 

 ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 10 มล.  
เขากับสารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 2 มล.  เติมน้ํา
ปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  
อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
9. สารละลาย 10%SDS 
 

ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม  คอยๆ ละลายในน้ําปลอดประจุที่อุณหภูมิ 
60 Oซ  ปริมาตร 80 มล.   เมื่อละลายหมดเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล.   นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที (หลังจากนึ่ง
ฆาเชื้อครั้งแรกแลวจะไมสามารถนําไปนึ่งฆาเชื้อซํ้าไดอีกเพราะสารละลาย SDS จะเสียสภาพ) 

 
10. สารละลาย 20XSSC 
 

โซเดียมคลอไรด      3.0    โมลาร 
โซเดียมอะซีเตท (CH3COONa)    0.3    โมลาร 
 

 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  ปรับคาความเปนกรด-
ดางเปน 7.0  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
11. สารละลาย 2XSSC 

 
ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มล. ในน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มล.  ผสมใหเขา

กัน   นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
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12. สารละลาย 0.5XSSC/0.1%SDS 
 

ละลาย 20XSSC ปริมาตร 2.5 มล. ในน้ําปลอดประจุ 96.5 มล. ผสมใหเขากัน   นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที   จากนั้นเติม
สารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มล.  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 

 
13. สารละลาย 2XSSC/0.1%SDS 
 

ละลาย 20XSSC ปริมาตร 10 มล. ในน้ําปลอดประจุ 89 มล. ผสมใหเขากัน   นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที   จากนั้นเติมสาร
ละลาย 10%SDS ปริมาตร 1 มล.  ควรเตรียมใหมทุกครั้งที่ทําการทดลอง 

 
14. สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

Trismabase (C4H11NO3)    121.1   กรัม 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน      42       มล. 
 

 ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนั้นเติมกรดไฮโดรคลอริก
เขมขน   คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน
ใหเปน 8.0  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
15. สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 
 

EDTA (C10H14N2O8Na2.2H2O)    186.1    กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด       20       กรัม 
 

 ละลาย EDTA ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล.  จากนั้นเติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด    
คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-ดางดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนใหเปน 8.0  
เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ     
ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
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16. สารละลาย CTAB/NaCl (10%CTAB ใน 0.7 M NaCl) 
 

CTAB                10.0     กรัม 
โซเดียมคลอไรด      0.7     โมลาร 
 

 ละลาย CTAB ในน้ําปลอดประจุที่อุณหภูมิ 60 Oซ  ปริมาตร 80 มล.  จากนั้นเติมสาร
ละลายโซเดียมคลอไรด  เมื่อละลายหมดแลวเติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มล.  นําไป
นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
17. บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 

 
Tris base               242.0   กรัม 
กรดอะซีติกเขมขน     57.1   มล. 
สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  pH 8.0           100.0   มล. 
 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มล. แลวเติมน้ําปลอดประจุจน
เปนปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  
เปนเวลา 20 นาที 
 
18. Loading dye 
 

Bromphenolblue     0.025 % 
ซูโครส       40      % 
 

 ละลายสวนผสมในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ   เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 Oซ 
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19. สารละลายโซเดียมอะซีเตทเขมขน 3 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเทากับ 5.2 
 

ละลายโซเดียมอะซีเตทน้ําหนัก 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 
มล.  นําไปปรับคาความเปนกรด-ดางใหเปน 5.2  ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 มล.  เติม
น้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มล.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  
อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 

 
20. สารละลายโปรตีเนสเค (proteinaseK) ความเขมขน 20 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

ละลายผงโปรตีนเนสเคน้ําหนัก 20 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล.    
เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ 
 
21. สารละลาย RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

ละลายผง RNase A น้ําหนัก 10 มก. ในน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 มล.    
เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ 
 
22. สารละลายฟนอล (phenol) 
 

นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวในน้ําอุนที่ 68 Oซ   จากนั้นเติมผง Hydroxy 
quinoline ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0.1%   แลวเติม Tris-HCl เขมขน 0.5 โมลาร  ความเปน
กรด-ดางเปน 8.0  ใช magnetic stirrer คอยๆคนเปนเวลาประมาณ 15 นาที   ดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง    
เติม Tris-HCl เขมขน 0.1 โมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ลงไปอีกครั้ง  คอยๆคนเปนเวลา
ประมาณ 15 นาที  แลวดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง  ทําเชนนี้ตอไปเรื่อยๆจนกระทั่งไดสารละลายที่ความ
เปนกรด-ดางมากกวา 7.8 (ใช pH paper วัด)   สุดทายเติม Tris-HCl เขมขน 0.1 โมลาร  ความ
เปนกรด-ดางเปน 8.0 ที่ผสม β-mercaptoethanol ปริมาตร 0.1 เทาของสารละลายที่ได   เก็บที่
อุณหภูมิ 4 Oซ  ในขวดสีชาที่ปดฝาแนนไดประมาณ 1 เดือน 
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23. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 

ผสมสารละลายฟนอลอิ่มตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอล
ในอัตราสวน ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล  เปน 25 : 24 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตร
ตอปริมาตร)  ผสมใหเขากัน  เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูมิ 4 Oซ 

 
24. สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 

ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกันในอัตราสวน 24 : 1 (ปริมาตรตอ
ปริมาตร)  เก็บไวที่อุณหภูมิ 4 Oซ 

 
25. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 
 

ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ  10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   เก็บในภาชนะที่ปดสนิทในที่มืด 
 
26. สารละลายสําหรับการสกัดพลาสมิด 
 
สารละลาย I  
 
  กลูโคส        50    มิลลิโมลาร 
  สารละลาย Tris-HCl  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  25    มิลลิโมลาร 
  สารละลาย EDTA ความเปนกรด-ดางเปน 8.0  10    มิลลิโมลาร 
  
 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันแลวเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 1,000 มล.  นําไปนึ่ง
ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
สารละลาย II 
 
 ผสมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 10 นอรมัล ปริมาตร 0.2 มล.  เขากับน้ําปลอด
ประจุปลอดเชื้อปริมาตร 8.8 มล.   แลวเติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1.0 มล.   เตรียมใหม
กอนใชทุกครั้ง 
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สารละลาย III 
 
 ผสมสารละลายโพแทสเซียมอะซีเตทเขมขน 5.0 โมลาร ปริมาตร 50 มล. กับกรดอะซีติก
เขมขนปริมาตร 11.50 มล.   นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  
เปนเวลา 20 นาที 
 
27. สารละลาย X-gal ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
 

ละลายผง X-gal น้ําหนัก 500 มก. ในสารละลาย dimethylformamide ใหครบปริมาตร 
10 มล.  เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ  ในหลอดปดสนิทและมืด 

 
28. สารละลาย IPTG ความเขมขน 0.1 โมลาร 
 

ละลายผง IPTG น้ําหนัก 0.2 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 10 มล.  กรองผานหัว
กรองฆาเชื้อ   เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ 

 
29. สารละลาย EDTA เขมขน 1 มิลลิโมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 

 
            สารละลาย EDTA ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 เขมขน 0.5 โมลาร        400   ไมโครลิตร 
             
            เติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 200 มล.นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอ
ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
 
30. สารละลาย 2% NaHCO3ใน EDTA เขมขน 1 มิลลิโมลาร  ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 

 
สารละลาย EDTA ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 เขมขน 0.5 โมลาร         400   ไมโครลิตร 

            โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต                                                                4   กรัม 
 
 ผสมสารทั้งหมดเขาดวยกันแลวเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 200 มล.  นําไปนึ่งฆา
เชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
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31. การเตรียมถุงไดแอลิซิส 
  

ตัดถุงไดแอลิซิสยาว 6 ซม.  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว
อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที ในสารละลาย 2% NaHCO3ใน EDTA เขมขน 1 มิลลิโมลาร  
ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 200 มล.  ลางถุงไดแอลิซิสดวยน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อ 2 
คร้ัง  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
อีกครั้งในสารละลาย EDTA เขมขน 1 มิลลิโมลาร   ความเปนกรด-ดางเปน 8.0 ปริมาตร 200 มล. 
ทิ้งใหเย็นที่อุณหภูมิหอง   เก็บที่อุณหภูมิ  4 Oซ    

(หมายเหตุ : สวมถุงมือทุกครั้งที่จับถุงไดแอลิซิส) 
 

 



ภาคผนวก ค  
 

การเปรียบเทียบความเหมือนของกรดอะมิโนโดยโปรแกรม BlastX version 2.2.6 
 

Query หมายถึง  ลําดับกรดอะมิโนในงานวิจัยนี้  
Sbjct  หมายถึง  ลําดับกรดอะมิโนที่เปรียบเทียบใน GenBank  
+         หมายถึง   กรดอะมิโนในกลุมเดียวกัน 
 

1. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF1 
 
gi|4128216|gb|AAD03553.1| 4,5-dihydroxyphthalate decarboxylase  
[Burkholderia cepacia] Length = 330   
Score = 218 bits (556), Expect = 1e-55 Identities = 120/325 (36%),  
Positives = 180/325 (55%), Gaps = 3/325 (0%) 
Frame = +1 
 
Query: 1   MANLALSYAGHRSDRVDDLYFGVAKPEAIDLHFVPLPPFQAFNR-FLRGEFDCGEMSFST 177 
           M+ L LS A    DR+  L  G  + + +D  F+   P + F R F   ++D  E+S S+ 
Sbjct: 1   MSKLQLSIAVGNYDRMRPLIDGDVQIDGVDPVFMLQDPEEIFFRAFRHADYDICELSLSS 60 
 
Query: 178 FVIKTAQSRAEGKPLPFVAIPVFPSRTFRHGAIYINRASGIQRPEDLAGRRVGVPEYAMT 357 
           + +KTA   +     P++A+PVFPSR FRH ++Y+    GI RPEDL G+R+GVPEY +T 
Sbjct: 61  YSVKTAAGTS-----PYIAVPVFPSRAFRHSSVYVRSDRGIDRPEDLKGKRIGVPEYQLT 115 
 
Query: 358 AAVWARGMLQHQHGVDPASIEWVTGGLQAAGR-KPLSAAAPPGISIRNE-ENATLDELLV 531 
           A VW R  L+ ++GV  + I WV GG +   R + +S   P G+ + N  E  T+  LL  
Sbjct: 116 ANVWVRLFLEEEYGVKASDIRWVRGGYEDPTRVEKISLKLPDGVVLENAPEGQTISNLLA 175 
 
Query: 532 TGGIDALIAPQKPPSIRQRRPEVCRLFHDLASVEQAYFRETGLFPIMHTLVIRRDIHERH 711 
            G ID +I P+ P    +  P+V  LF D       ++    +FPIMHTL IR+ + ++H 
Sbjct: 176 DGEIDGVIGPRAPSCFDRGHPKVKYLFDDPQKSAAEWYERRKVFPIMHTLGIRKTLADQH 235 
 
Query: 712 PWVAASLYQAFEKAKDNCLARLREEEPVPLSLPWSGSLRESVVDMMGEDFWPYGLQNNRK 891 
           PW+  ++ +AFE++K+  LARL +     ++LP+      +   +MG DFW YG  NN   
Sbjct: 236 PWLPGAIAKAFEQSKEVALARLSDTSATKVTLPFIEDQLRNARRLMGHDFWSYGFANNEH 295 
 
Query: 892 VIEALCQYTFEQGLAPVRADADELF 966 
           VI+        +GL+  R    ELF 
Sbjct: 296 VIDRFLAQHHAEGLSSRRLQPAELF 320 
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2. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF2 
 
gi|3914351|sp|Q05184|PHT4_PSEPU Putative 4,5,-dihydroxyphthalate  
dehydrogenase(DHP dehydrogenase) 
gi|295711|dbj|BAA02512.1| PHT4 [Pseudomonas putida] Length = 410 
Score = 323 bits (827), Expect = 5e-87 Identities = 180/393 (45%),  
Positives = 228/393 (58%), Gaps = 11/393 (2%)  
Frame = +1 
 
Query: 19   KLRFGLVGLGGAAMQMLPSFMAHPRVELVACVDPNQQARDSFARDFNASAYDRMEVLCED 198 
            +LR G+VGLG A   MLP+F+A  RV+LV   DP +QAR  F RDF+A AY+ +E L  D 
Sbjct: 11   RLRLGVVGLGRAFTLMLPTFLADRRVQLVGACDPREQARRQFERDFDAPAYETIEDLAAD 70 
 
Query: 199  PAVDAVYIGTPHQFHRQQAIMAAEAGKHIIVEKPMALTLDDCDAMSAAAERNGVRLVVGH 378 
              VDA+YI +PHQFH +   +AA   KH++VEKPMAL+LD+CD M A     GV+L+VGH 
Sbjct: 71   SNVDALYIASPHQFHAEHTRIAAANRKHVLVEKPMALSLDECDRMIADCAEAGVKLIVGH 130 
 
Query: 379  THSFDQPIRKMRDIIKSGEVGPLAMINTWSYGNFLYRPRRPEELRTESGGGIIFNQVPHQ 558 
             HSFD P  + R++I SGE G + MI   +Y ++L RPRRPEEL T  GGG +F+Q  HQ 
Sbjct: 131  CHSFDTPYLRTRELIGSGEFGAVKMIQALNYTDYLQRPRRPEELSTAEGGGAVFSQAAHQ 190 
 
Query: 559  MDVVRLLGGGLVRSVRAMAWQLDPDRPTEGSHMTFVQFVDGSTASIVYSGYDYFDSDEFH 738 
            +DVVRLL G     VRA     DP RPTEG++   + F +G+ ASI Y+GY +FDSDE+  
Sbjct: 191  VDVVRLLAGSRATRVRAAVGNWDPARPTEGAYTATLWFENGAFASITYNGYGHFDSDEWM 250 
 
Query: 739  GWVGELGEDRTPGXXXXXXXXXXXXXXXXXXXTLKGSRSYAG------KPTLKAPTHPPH 900 
             WVGE+G+ + P                     LK   +Y G       PT  A T   H 
Sbjct: 251  DWVGEMGKPKNPEAYGGARRLLQQVQTADEEARLKAEGTYGGTRYVSPSPTDDA-TAFQH 309 
 
Query: 901  CGITIASCAGGDLRAGVDGVSLYGRHG-----LEHRPVPVGLAFPDKGGVIDELYEAVIR 1065 
             G  I SC GGDLR   D V +Y  H      LE   VP       +  VIDELY A    
Sbjct: 310  FGPIIVSCEGGDLRPMADAVMIYRPHSRDRMMLERPTVP-------RSEVIDELYLAQFY 362 
 
Query: 1066 EQEPLHNGRWGKATMEASLAVLESARTGRDIEL 1164 
               PLH+G W + T+E  LA+L S+   RDI L 
Sbjct: 363  GVTPLHDGEWARDTLEICLAMLRSSEEQRDITL 395 

 
3. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF3 
 
gi|3411185|gb|AAC31188.1| putative ferredoxin reductase MocF  
[Rhizobium leguminosarum bv. viciae] Length = 421  
Score = 227 bits (579), Expect = 3e-58 Identities = 152/419 (36%),  
Positives = 219/419 (52%), Gaps = 12/419 (2%) 
Frame = +1 
 
Query: 4    KRNGIMTNRNIIIIGGGPAGVSAAIEARKLDPAANVTLLTSETREPYEKPPLSKAVLAHK 183 
            +R G M+   III+GGG  G  AA   R+     ++TL+ +E   PYE+PPLSK  LA   
Sbjct: 7    RRGGKMSK--IIIVGGGECGARAAFALREQGFNGDITLIGAEPHLPYERPPLSKTGLASA 64 
 
Query: 184  ALPEDALIAGTGGLAAHGVAVKFGTRCKSIDREARQVVTDDGR-LPYDALVIASGSVMRA 360 
            A P+   +AG        + +  G    ++DR+++ V   DGR  PYD L++A+G+  R  
Sbjct: 65   APPQ--YVAGPARYEEARITILTGVPVDTVDRQSKLVRLSDGRKFPYDQLLLATGARPRP 122 
 
Query: 361  LPSLPASMPG---VHYLXXXXXXXXXXXXLGNCRTLAVVGAGLIGLEVAATAAELGVQVE 531 
               +    PG   +  L            L   ++LAVVG G IGLE+AATA +LG +V  
Sbjct: 123  FAGVSGD-PGLGRICMLRNHGDAVAIHEALAPGKSLAVVGGGFIGLEIAATARKLGAEVL 181 
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Query: 532  IFEFAPRILMRACDGEIAEIIHAYHRQHGVNIWTSIAVTAATVTGDGRIRLDTSDGAHHE 711 
            + E +PR+L R    EIA+++   HRQ GVNI     +T+     D ++++  ++G     
Sbjct: 182  LIESSPRVLSRGVPAEIAKVVTERHRQEGVNILCGEQITSIATEND-KVQILFANGTTRL 240 
 
Query: 712  ADQVIVGVGVGPDDRLAKEAGLLVDGGIIVDRHCRTSDPAIFSAGDCTRFP---GPTGPV 882 
            AD V+VG+GV P+  LA+ AGLL+D GI VD   RTSDP IF+AGDC  FP        V 
Sbjct: 241  ADIVVVGIGVIPNVELAEAAGLLIDNGIAVDATLRTSDPDIFAAGDCCSFPLSHYRERRV 300 
 
Query: 883  RLENWMHALDHGTVAGANAAGGDIAYEAKPSFWSEQYDLYIQGIGWPDPDASRVTRPLDG 1062 
            RLE W +A D G +  AN  G  +A  + P FWS+QY+L +Q  G  D  A+ V R LD  
Sbjct: 301  RLEAWRNAQDQGMLVAANLLGRGLAIASVPWFWSDQYELTLQIAGLSDGAATTVRRDLDQ 360 
 
Query: 1063 NRALVVEMK-NGLIQSALGIN----VSXXXXXXXXXXXXXXEVDPVAVADPERPFADML 1224 
               ++  +     + +A GI     V+               +DP A+A P+     +L 
Sbjct: 361  GAFILFHLDGEDRLIAASGIGPGNAVARDIRLAEMLIAAKRRLDPEALASPKTNLKKLL 419 

 
4. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF4 
 
gi|3820516|gb|AAD09869.1| hydratase/aldolase PhnE [Burkholderia sp. RP007] 
Length = 330   
Score = 216 bits (551), Expect = 4e-55 Identities = 126/326 (38%),  
Positives = 180/326 (55%), Gaps = 7/326 (2%) 
Frame = +1 
 
Query: 4   LTAADIHGMYAIIATPAKPHAGRLDAKDTVDLAETERLINKLILDGCDGLIITGTTGECA 183 
           L   D++G + I+ TPAKP A    A DTVDL ET R++  LI  G +G++  GT GECA 
Sbjct: 9   LGTEDVNGAWVIMPTPAKPEASDWRATDTVDLDETARIVEALIDSGVNGILSLGTFGECA 68 
 
Query: 184 TLSESDYRAFVDCALSTVNRRIPTIVGATAMGGHEVVRRLTFIREQGADATLLGLPMWQP 363 
           TL+  + +AF+   + T   R+P   G TA+   EVVR+     + G D T+LG+PMW   
Sbjct: 69  TLTWEEKQAFIGAVVETTRGRVPFFCGTTALNTREVVRQTRAALDIGVDGTMLGVPMWSR 128 
 
Query: 364 VTTRMAVDYYAGISELFPDLAIMAYANARAFRFSFPLEFWSAVAQAAPTVTSAKYSRTQG 543 
           +    AV +Y  ++E  P+ AI  YANA AF+F FP  FW+ VAQ  P V +AKY    G 
Sbjct: 129 MEVPAAVQFYRDVAEACPEAAIAVYANADAFKFEFPRAFWAQVAQ-IPQVVTAKYLGI-G 186 
 
Query: 544 LKELIAATGGRINFMPNEMVVQDFFA---IAPNTTTACWATASGMNPAPAIALMRAIEAR 714 
           + +L       I F+P+E    D++A   +AP   TA W++ +   PA AI L   +    
Sbjct: 187 MLDLDLTLAPGIRFLPHE---DDYYAAARVAPERVTAFWSSGAMCGPATAIRLRDEVAKA 243 
 
Query: 715 NQDA----IHTLTAAIGWANEPIQPMLADADLFAQYNIQMEKTRINAAGYSQCGPVRPPY 882 
            Q         L+ A+  A+  + P   D   F++YNI +EK R+NAAG+ + GP RPPY 
Sbjct: 244 KQTGDWRLAKELSDAMRRADATLFPR-GDFAEFSKYNIAIEKERMNAAGWLRAGPCRPPY 302 
 
Query: 883 QDFPEDYAAQARECGQRWHRICDAYA 960 
              PE+Y   AR+ G+ W  +   Y+ 
Sbjct: 303 HIAPEEYLDGARQSGRAWAELHQQYS 328 
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5. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF5 
 
gi|2588986|dbj|BAA23265.1| 2-carboxybenzaldehyde dehydrogenase  
[Nocardioides sp.] 
gi|3288683|dbj|BAA31236.1|   2-carboxybenzaldehyde dehydrogenase  
[Nocardioides sp. KP7] Length = 485  
Score = 402 bits (1032), Expect = e-110 Identities = 214/456 (46%),  
Positives = 290/456 (63%), Gaps = 1/456 (0%) 
Frame = +1 
 
Query: 85   NPADETAIGRVPAGTREDVDRXXXXXXXXXXXXXSKTPKERGETMRAFGEKIRARATEIL 264 
            +P+    + +VP     DVDR             +  P+ R   +R     +R    E   
Sbjct: 31   DPSTGRYLTQVPDCAEADVDRAVQASRQAQAEWGALPPRARAAKLRELITLLREHREEFA 90 
 
Query: 265  HVEVADTGNTITPMRGDVGHAVDSLNYYAGIAHELKGETIPATPDHLHLTIREPYGVVAR 444 
             ++  D G  I+ MR DV  A++ ++ +A +A +L G+TIP + + LH T  EP+GVVAR 
Sbjct: 91   MLDAIDGGFPISMMRNDVDAALELMDIFADMALDLGGKTIPVSTN-LHFTTHEPFGVVAR 149 
 
Query: 445  IVPFNHPLMFXXXXXXXXXXXXXXVIVKPPETSPLSAMVLAEIAREALPPGVFNIVTGTG 624 
            I  FNHP  F              VI+K P+ +PLS++ LAE+A E LP  +   ++G G 
Sbjct: 150  IGAFNHPFFFAASKVAAPLMAGNSVILKAPDQTPLSSLRLAEVAAEVLPQNLLITISGRG 209 
 
Query: 625  PSVGEAIVRHPEIKRIAFIGSAATGRAIQRTAAEVSVKHVTLELGGKNPMIVFPDNDPDE 804 
               G AIVRHP+IKRI FIGS  TGR+IQR AAEV+VKH++LELGGKN  IVF D D ++ 
Sbjct: 210  RVAGRAIVRHPQIKRIGFIGSTDTGRSIQRDAAEVAVKHISLELGGKNAQIVFADADLEQ 269 
 
Query: 805  IAQAAVKGMNFTW-QGQSCGSTSRLMVHEDLYDAVLERVANIVASLRVGDPMRDDSDMGP 981 
             A  AV GMNFTW  GQSCGSTSRL+VHE + D V+ RV  +V+++ VG P+ +++ MGP 
Sbjct: 270  AALGAVNGMNFTWTAGQSCGSTSRLLVHESVADQVIARVVELVSAIAVGPPLDENAQMGP 329 
 
Query: 982  INSAGQYRKVMGYIESGNAEGARLVTGGNRPDGQAFAKGYWVRPTVFADVDPHMRIWREE 1161 
            + S  QY K +  I  G  EGA++V GG RP+G     G+++ PTV ADV P   I + E 
Sbjct: 330  LVSQAQYDKSVHAIGEGIREGAKVVAGGGRPEGVG-EGGWYLAPTVLADVRPGSFIEQNE 388 
 
Query: 1162 IFGPVLSVSKWHSVDEAIRLANGVEYGLTASIWTKDIKNALNTARRIDAGHIWINGVGPH 1341 
            IFGPVLSV  + + DEA+ +ANGVEYGLTAS+WT DI  A   ARR++AG++ +NG   H 
Sbjct: 389  IFGPVLSVIIFATDDEAVAIANGVEYGLTASVWTSDITRAHLIARRVEAGYVLVNGGSRH 448 
 
Query: 1342 YLGVPYGGMKNSGVGREEGIEEMLSYTETKVLNIVL 1449 
            Y G+P+GG+K+SGVG EE +EE++SYTETK   +VL 
Sbjct: 449  YWGLPFGGVKSSGVGSEESMEELISYTETKTTTVVL 484 
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6. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF6 
 
gi|13475667|ref|NP_107234.1| similar to adducins [Mesorhizobium loti] 
gi|14026423|dbj|BAB53020.1| similar to adducins [Mesorhizobium loti] 
Length = 234   
Score = 164 bits (414), Expect = 2e-39 Identities = 89/230 (38%),  
Positives = 133/230 (57%)  
Frame = +1 
 
Query: 91  DLVAANHILFDQGVVDAFGHVSVRHDKQQDRYLLARNMAPGQVSADDIIEFTFDGEAVNG 270 
           +LV A  IL ++G++D FGH+S R  +    + LA+ +AP  ++ DDI  F  DGE  +  
Sbjct: 8   ELVTATKILLNEGIMDTFGHISARDPEDPASFFLAQKLAPSLITVDDIQRFNLDGETSDN 67 
 
Query: 271 RERRVYLERFIHAELYRARPDVIAVVHSHSHSILPLTISKSVRLRSVFHMAGFIGQDAPL 450 
           R    YLER+IH+E+Y+ RPDV  V+H+HS ++LP     +  LR V HM  FIG+  P+ 
Sbjct: 68  RPS--YLERYIHSEIYKTRPDVQCVLHTHSPAVLPYCFVDTP-LRPVTHMGAFIGESVPV 124 
 
Query: 451 FEIRDHGGPATDLLISNSELGHALAACCGERNIVLMRGHGSTVVADSLPRAVYRAVYAEL 630 
           +EIRD  G  TDL   + ++   +A   G + +VLM  HG   V  S+   V+RA Y E  
Sbjct: 125 YEIRDKHGDETDLFGGSPDVCADIAESLGSQTVVLMARHGVVNVGKSVREVVFRAFYLEQ 184 
 
Query: 631 NARYQCDAIGLGDVEYLTEAECETSVRNVEAQWHRPWALWKEQAAERRAG 780 
            A      + +G+V+YL+  E +T+ + V AQ  R W  W ++   R+AG 
Sbjct: 185 EAAALTAGLKIGNVKYLSPGEIKTAGKLVGAQIDRGWNHWSQRL--RQAG 232 

 
7. ผลจากการเทียบความเหมือนของ ORF7 
 
gi|23106872|ref|ZP_00093213.1| COG1028: Dehydrogenases with different  
specificities (related to short-chain alcohol dehydrogenases) 
[Novosphingobium aromaticivorans] Length = 296  
Score = 315 bits (807), Expect = 6e-85 Identities = 150/267 (56%),  
Positives = 199/267 (74%)  
Frame = +1 
 
Query: 1   MGNRLDEKVCVITGAAQGIGQGCALEMAVQGGRIVVSDRNVAGGEETVRQIVELGGEAIF 180 
           MGNRLD KVC++TG+  G+G+  A+EMA QGGR+VV+D N + GEETV  I    G+AIF 
Sbjct: 31  MGNRLDGKVCIVTGSGSGMGRASAMEMARQGGRVVVTDINTSAGEETVEAIRAEKGDAIF 90 
 
Query: 181 VACDVRNRDDLEALMKAAASHFGGIDVLFNNAGTHDTDLTPHTAVHELPDEVWDMVYEVN 360 
           +AC++R   +++ LM+  A HFGGIDVL NNA  H+TDLT  T++ +LP+E+WD VYEVN 
Sbjct: 91  IACNLRKAHEIKVLMQKTADHFGGIDVLHNNAAIHETDLTDKTSIEDLPEEIWDAVYEVN 150 
 
Query: 361 LRSIWYGVRAALPYLRQSKGASIINTASIASYVAMPVSPAYNATKGAVLMLTKSMAVDLA 540 
           L+++W   R A+P+L+ SKGA+I+N AS  S+V+ P + AY ATKG VL+LTK+ AVDLA 
Sbjct: 151 LKALWLTTRYAVPWLKLSKGAAIVNVASTGSFVSYPQAGAYCATKGGVLLLTKATAVDLA 210 
 
Query: 541 QFNIRVNCINPGTIKTPLLDKYFDIIEDPDARAAALHGFLGANLVPRLGTPQEVGKLVCF 720 
           ++ IR NC  PG I+TP+L KY D  ED  A  + L    GA+L+PRLG P+EV KL CF 
Sbjct: 211 KYGIRCNCYCPGAIETPMLQKYLDAAEDKKAIMSVL---TGAHLIPRLGKPEEVAKLACF 267 
 
Query: 721 LASDDASFLTGAAYLVDGGMTAWRGTR 801 
           LASDD+SF+ GA+Y++DGG  AWRG R 
Sbjct: 268 LASDDSSFINGASYVIDGGTLAWRGQR 294 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
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จุลชีววิทยา   คณะวิทยาศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2542  และเขารับการ
ศึกษาตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต   สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม   ภาควิชาจุลชีววิทยา              
คณะวิทยาศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2543 
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