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ภาคภมูิ ปานตัน้ : การแสดงออกของยีนคาร์บอนิคแอนไฮเดรสจาก Plasmodium falciparum 

ใน Saccharomyces cerevisiae สายพนัธุ์กลาย nce103. (EXPRESSION OF Plasmodium 
falciparum CARBONIC ANHYDRASE IN Saccharomyces cerevisiae DELETION MUTANT 

nce103) อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั : ผศ.ดร. ชลุ ียมภกัด,ี 151 หน้า. 

 
             มาลาเรียเป็นโรคที่เกิดจากโปรโตซวัชนิด Plasmodium โดยอาศยัยงุในสกุล Anopheles เพศเมียเป็น
พาหะในการแพร่เชือ้ ในแตล่ะปีมีผู้ติดเชือ้มาลาเรียประมาณ 1.5 - 2.7 ล้านคนเสยีชีวิตจากจ านวนผู้ติดเชือ้ 515 
ล้านคนทัว่โลก ภมูิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ซึง่เป็นท่ีตัง้ของประเทศไทยนัน้มีการแพร่ระบาดของโรคนีส้งูเป็น
อันดับที่สามของโลก สกุลของ Plasmodium ที่ก่อให้เกิดโรคมี 4 สกุลแต่สกุลที่ส าคัญคือ Plasmodium 
falciparum ซึง่เป็นสาเหตหุลกัของการเสยีชีวิตในผู้ติดเชือ้ ทัง้นีเ้นื่องจากการดือ้ยาที่ใช้กนัอยูใ่นปัจจบุนัและยาที่
ใช้ในการรักษาโรคมาลาเรียในปัจจบุนัยงัมีประสทิธิภาพไมเ่พียงพอเนื่องจากการดือ้ยาและความเป็นพิษของยา
ที่ใช้รักษา ด้วยเหตนีุจ้ึงมีความจ าเป็นต้องค้นหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพใหม่ๆเพ่ือพฒันายาให้มีประสิทธิภาพ
มากขึน้กวา่ยาท่ีใช้กนัอยูใ่นปัจจบุนั วิธีการท่ีจะหายาใหมท่ี่มกีลไกการออกฤทธ์ิแตกตา่งไปจากเดิมจ าเป็นต้องใช้
วิธีการคดักรองสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีใช้หลกัการใหม่ๆ P. falciparum สามารถสงัเคราะห์เบสไพริมิดีนซึ่ง
จ าเป็นส าหรับการสร้างสารพนัธุกรรม โดยมีเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสเป็นเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับวิถีการ
สงัเคราะห์เบสไพริมิดีนในขัน้ตอนแรกๆ และเอนไซม์ดงักลา่วในเชือ้มาลาเรียต่างจากเอนไซม์ชนิดเดียวกันใน
มนษุย์ ท าให้เอนไซม์นีน้า่จะเป็นโปรตีนเป้าหมายส าหรับการค้นหายาใหม่ๆ ในการรักษาโรคมาลาเรีย ในงานวิจยั

นีมุ้ง่หมายที่จะศกึษาการท าหน้าที่ทดแทนเอนไซม์เป้าหมายจากเชือ้มาลาเรียในยีสต์สายพนัธุ์ กลาย nce103 
โดยท าการดดัแปลงพนัธุกรรมยีสต์ Saccharomyces cerevisiae ด้วยการท าลายยีนท่ีประมวลรหสัเอนไซม์คาร์
บอนิคแอนไฮเดรส NCE103 ซึ่งสง่ผลให้ยีสต์ไม่สามารถเจริญได้ในสภาวะที่มี CO2 ต ่า และน าเข้ายีนประมวล
รหสัเอนไซม์เป้าหมายของเชือ้ P. falciparum (ยีน pfCA) สู่เซลล์ยีสต์สายพนัธุ์กลาย ผลการทดลองพบว่า
เอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสของเชือ้ P. falciparum ไม่ว่าจะเป็นชนิด full-length, truncated หรือ แบบยีน
สงัเคราะห์เพื่อให้มีการแสดงออกในยีสต์ได้ดี (codon-optimized gene) ไม่สามารถทดแทนการท าหน้าที่ของ
เอนไซม์ชนิดเดียวกันในยีสต์สายพันธุ์กลาย ขณะที่เอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสของยีสต์และของมนุษย์
สามารถทดแทนการท าหน้าที่ในยีสต์สายพนัธุ์กลายได้ อย่างไรก็ตามพบว่าเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสของ
เชือ้ P. falciparum ที่ได้จากยีนสงัเคราะห์สามารถแสดงออกและสงัเคราะห์โปรตีนในยีสต์ดงักล่าวได้เมื่อ
ตรวจสอบโดยวิธี RT-PCR และเวสเทิร์นบลอตตามล าดบั และพบว่ายีน pfCA แบบ truncated form สามารถ
แสดงออกโดยการสงัเคราะห์ mRNA ได้ เมื่อทดสอบโดยใช้วิธี RT-PCR ผลจากงานวิจยันีส้รุปได้ว่ายีน pfCA ไม่
สามารถทดแทนการท าหน้าที่แทนยีน NCE103 ในยีสต์สายพนัธุ์กลายได้ 
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             Malaria is caused by the protozoan Plasmodium which is transmitted by the female 
Anopheles mosquitoes. The disease afflicts 515 million and kills 1.5–2.7 million people each year. 
Southeast Asia, where Thailand locates, got the third of the burden. Four species of the parasite 
cause this disease but Plasmodium falciparum is the main cause of clinical malaria and death. 
Because of the resistance, toxicity and uneffective of currently used drugs emphasizes the need on 
more effective drugs with antimalarial activity. To search for new antimalarial drugs with a novel 
mode of action, a screening system with a novel principle is needed. P. falciparum is a purine 
auxotroph, however, it can synthesize pyrimidines de novo, which is important for DNA synthesis. 
Carbonic anhydrase (CA) is the first enzyme in the pyrimidine biosynthetic pathway which 
represents a key difference between the parasite and its human host.  P. falciparum CA (pfCA), 
therefore, is a possible drug target of antimalarial activity. This study aimed to investigate whether 
pfCA could functionally complement the activity CA-like enzyme encoded by NCE103 in the yeast 

Saccharomyces cerevisiae strain lacking NCE103 (nce103). The nce103 null mutant yeast is 
unable to grow under low CO2 condition. The plasmid bearing either full-length pfCA, truncated-
pfCA, codon-optimized pfCA, NCE103 or human carbonic anhydrase isozyme II (hCAII) was 

transformed into the nce103 mutant yeast. It was found that plasmids bearing either full-length or 
truncated form or codon-optimized pfCA could not restore the growth defect under low CO2 
condition of the nce103 null mutant yeast, while the plasmids bearing either yeast NCE103 or hCAII 
could. RT-PCR and Western blot analysis revealed that the codon-optimized pfCA gene could be 
transcribed and translated, respectively, whereas the truncated-pfCA could only be transcribed in 
the nce103 null mutant yeast strain. In conclusion, pfCA gene could not functionally complement that 
of yeast NCE103.                
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บทที่  1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

มาลาเรียเป็นโรคท่ีเกิดจากโปรโตซัวชนิด Plasmodium โดยอาศยัยุงในสกุล 
Anopheles เพศเมียเป็นพาหะในการแพร่เชือ้ (Na-Bangchang และคณะ, 2007) ในแตล่ะปีจาก
จ านวนผู้ติดเชือ้ 515 ล้านคนเสียชีวิตด้วยโรคนีถ้ึง 1.5 – 2.7 ล้านคน (Snow และคณะ, 2005) 
และสว่นใหญ่ก็ยงัพบว่าการเสียชีวิตของผู้ ป่วยมาลาเรียเป็นผลจากการดือ้ยารักษาโรคมาลาเรียท่ี
ใช้กนัในปัจจบุนั ดงันัน้ยาใหม่ๆ ท่ีใช้รักษาโรคมาลาเรียยงัคงเป็นท่ีต้องการสงู  

วิธีการคดักรองหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพโดยทั่วไปใช้หลักการท่ีสารออกฤทธ์ิ
สามารถยบัยัง้การเจริญของเซลล์บง่ชี ้(indicator cells) เน่ืองจากวิธีการนีเ้ป็นท่ีนิยมใช้กนัทัว่ไป
ท าให้มีความเป็นไปได้สงูท่ีจะพบสารออกฤทธ์ิชนิดเดิมท่ีได้มีการค้นพบก่อนหน้านีแ้ล้ว ดงันัน้การ
พฒันาวิธีการคดักรองหาสารออกฤทธ์ิด้วยหลกัการใหม่ๆ จะชว่ยเพิ่มโอกาสในการพบสารออกฤทธ์ิ
ชนิดใหม่ท่ียงัไม่เคยถูกค้นพบโดยวิธีการคดักรองท่ีมีอยู่เดิมซึ่งจะท าให้ได้สารออกฤทธ์ิท่ีมีกลไก
แตกตา่งไปจากเดมิ     

ยีสต์ Saccharomyces cerevisiae เป็นสิ่งมี ชีวิตเซลล์เดียวท่ีเป็นกลุ่ม 
eukaryote ขัน้พืน้ฐาน ซึ่งถูกใช้เป็นสิ่งมีชีวิตต้นแบบ (model organism) ในการศึกษา
กระบวนการทางชีวภาพ (biological processes) เน่ืองจาก เลีย้งง่าย เพิ่มจ านวนเร็ว และสามารถ
ถูกดดัแปลงทางพันธุกรรมได้ง่ายและรวดเร็ว ข้อมูลล าดบัเบสของทัง้จีโนมได้ถูกรายงานอย่าง
สมบรูณ์แล้ว (complete genome sequences) และท่ีส าคญักระบวนการทางชีวภาพท่ีเกิดขึน้ใน
ยีสต์เช่น การสงัเคราะห์โปรตีน การแบง่ตวั การสงัเคราะห์และซ่อมแซมดีเอ็นเอ เป็นต้น นัน้คล้าย
กบัในเซลล์สิ่งมีชีวิตชัน้สงู (higher eukaryotes) (Mager และ Winderickx 2005) อีกทัง้ใน
ปัจจบุนัยงัมีแนวโน้มในการใช้ยีสต์ท่ีได้ถกูท าการดดัแปลงพนัธุกรรมเพ่ือใช้ในการคดักรองหาสาร
ออกฤทธ์ิทางชีวภาพชนิดใหม่ๆ (yeast based assay) เน่ืองจากว่ามีข้อได้เปรียบหลายประการ 
เชน่ ไมจ่ าเป็นต้องท าให้โปรตีนเป้าหมายผา่นกระบวนการท าให้บริสทุธ์ิก่อนท่ีจะน ามาทดสอบ สาร
ท่ีน ามาทดสอบจะก่อให้เกิดผลกระทบต่อโปรตีนเป้าหมายท่ีก่อให้เกิดโรคได้ดี เพราะมีสภาวะ
แวดล้อมใกล้เคียงกับในธรรมชาติมากกว่าการใช้การทดสอบทางชีวเคมี และใช้ค่าใช้จ่ายในการ
เลีย้งเซลล์ถกูกว่าการใช้เซลล์จากมนุษย์ (Barberis และคณะ, 2005; Tucker 2002) แตก่ารใช้
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ยีสต์ก็มีข้อเสียด้วยเชน่กนักลา่วคือสารท่ีมีโมเลกลุขนาดเล็กท่ีใช้เป็นสารทดสอบนัน้สามารถถกูขบั
ออกไปนอกเซลล์มากกวา่เข้ามาในเซลล์ท าให้ความเข้มข้นของสารประกอบในเซลล์มีความเข้มข้น
ต ่า ดงันัน้จงึมีการพฒันายีสต์สายพนัธุ์ใหมซ่ึง่ถกูท าลายยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการขบัสารโมเลกลุขนาด
เล็กออกไปนอกเซลล์ เชน่ ยีน PDR5 เป็นผลให้ให้สารท่ีมีโมเลกลุขนาดเล็กคงอยู่ในเซลล์ได้มากขึน้ 
(Mager และ Winderickx 2005) วิธีการนีจ้ะช่วยให้สามารถใช้ยีสต์สายพนัธุ์กลายท่ีมีความไวสงู
ตอ่สารทดสอบมากขึน้ 

จากการศึกษาของ Krungkrai และคณะ (2008) พบว่าเชือ้มาลาเรียสามารถ
สงัเคราะห์เบสไพริมิดีน (De novo pathway) ได้ (ดงัภาพท่ี 1.1) โดยมีคาร์บอนิคแอนไฮเดรส (CA) 
ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีท าหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยาแบบผนักลบัได้ของ CO2 กบั HCO3

- ซึ่งเก่ียวข้องกบัวิถีการ
สังเคราะห์เบสไพริมิดีนในขัน้ตอนแรกๆ และเอนไซม์ชนิดนีย้ังแตกต่างจากในมนุษย์ด้วย เม่ือ
เอนไซม์ดงักลา่วถกูยบัยัง้ผู้ ป่วยก็ยงัสามารถสงัเคราะห์ไพริมิดีนได้จากวิถีการสงัเคราะห์แบบกู้ คืน 
(Salvage pathway) ซึ่งความแตกตา่งนีท้ าให้เอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสน่าจะเป็นเป้าหมาย
ส าคญัส าหรับการหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพชนิดใหม่เพ่ือน าไปสู่การพัฒนาเป็นยารักษาโรค
มาลาเรียชนิด P. falciparum ตอ่ไป    

จากการศึกษาก่อนหน้านีพ้บว่า เอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสถูกแบ่งออกได้ 5 
แฟมิล่ี คือ α, β, γ, δ และ ξ โดยเอนไซม์เหล่านีมี้ยีนประมวลรหสัท่ีมีล าดบัเบสตา่งกนัแตพ่บว่า
เอนไซม์เหล่านีท้ าหน้าท่ีคล้ายกัน (Krungkrai และคณะ, 2008) ในยีสต์มียีนท่ีท าหน้าท่ีประมวล
รหสัเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสคือ ยีน NCE103 ซึ่งเม่ือยีนนีถู้กท าลายจะส่งผลให้ยีสต์สาย

พันธุ์กลาย (∆nce103) นีไ้ม่สามารถเจริญได้ในท่ีมีออกซิเจน แต่สามารถเจริญได้ในท่ีๆขาด
ออกซิเจน (Clark และคณะ, 2004) และยงัได้ศึกษาถึงการทดแทนหน้าท่ีของเอนไซม์คาร์บอนิค
แอนไฮเดรสโดยใช้เอนไซม์นีจ้ากสิ่งมีชีวิตอ่ืนซึ่งได้แก่ CA ของต้นยาสูบซึ่งเป็นชนิด β และ CA 
จากมนุษย์ (hCAII) ซึ่งเป็นชนิด α พบว่า CA จากสิ่งมีชีวิตทัง้จากต้นยาสูบและจากมนุษย์
สามารถทดแทนการท าหน้าท่ีของ CA ในยีสต์ S. cerevisiae ได้ซึ่งเป็นชนิด β (Clark และคณะ, 
2004) ในงานวิจยันีจ้ึงได้ตัง้สมมุติฐานว่า CA จากเชือ้มาลาเรียซึ่งเป็นชนิด α ก็น่าจะสามารถ
ทดแทนการท าหน้าท่ี CA ในยีสต์ได้เชน่กนั  
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ท่ีมา: Krungkrai และคณะ (2008) 
 
ภาพที่ 1.1 วิถีการสังเคราะห์เบสไพริมิดีนของเชือ้พลาสโมเดียม โดยมีไบ

คาร์บอเนตที่ได้จากการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรส (CA) ของเชือ้
มาลาเรียเป็นสารตัง้ต้นในการสังเคราะห์ 

 
 

ดงันัน้ในงานวิจัยนีจ้ึงมุ่งหมายท่ีจะท าการท าลายยีน NCE103 ของยีสต์ S. 
cerevisiae ก่อน จากนัน้ศึกษาการท าหน้าท่ีทดแทนของเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสของยีสต์
โดยเอนไซม์ชนิดเดียวกันจาก P. falciparum (pfCA) และมนษุย์ (hCAII) ผลจากงานวิจยันีอ้าจ
น าไปตอ่ยอดเพ่ือพฒันาเป็นระบบคดักรองท่ีใช้ยีสต์เพ่ือค้นหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพจากแหล่ง
ตา่งๆได้ อีกทัง้อาจจะพฒันาให้เป็นการคดักรองท่ีให้ผลสมัฤทธ์ิ (high throughput screen) เพ่ือ
สามารถทดสอบสารตา่งๆ ได้ครัง้ละจ านวนมากตอ่ไปได้ 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1)  สร้างยีสต์สายพนัธุ์กลายท่ียีน NCE103 ถกูท าลาย (∆nce103)   

2)  ศกึษาการแสดงออกของยีนคาร์บอนิคแอนไฮเดรสของ P. falciparum แบบตา่งๆ

ในยีสต์สายพนัธุ์กลาย (∆nce103)  
 
 

1.3 ค าจ ากัดความที่ใช้ในการวิจัย 

เชือ้มาลาเรียชนิด P. falciparum เอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรส การทดแทน
หน้าท่ีของยีน (functional complementation) ระบบคดักรองท่ีใช้ยีสต์ Saccharomyces 
cerevisiae  

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ท าให้ทราบถึงการแสดงออกของยีนคาร์บอนิคแอนไฮเดรสของ P. falciparum 
และความสามารถในการทดแทนหน้าท่ีของยีนดงักล่าว ผลจากงานวิจยันีอ้าจน าไปสู่การศกึษาตอ่
เพ่ือใช้ยีสต์สายพนัธุ์นีเ้ป็นระบบคดักรองหายารักษาโรคมาลาเรียตอ่ไป 
 
 

1.5 วิธีด าเนินการวิจัย 

1) การกลายพันธุ์ยีสต์ S. cerevisiae โดยการท าลายยีน NCE103 และยีนท่ี
เก่ียวข้องกบัการน าสารออกนอกเซลล์ 

2) ศึกษาฟีโนไทป์ของยีสต์จากข้อ 1. เม่ือยีน NCE103 ถูกท าลาย เม่ือเลีย้งใน
สภาวะท่ีมี 0.035% CO2 และ 20% CO2  

3) สร้างพลาสมิดให้มียีนท่ีประมวลรหสั CA ของ S. cerevisiae (NCE103), P. 
falciparum (pfCA) และ CA ของมนษุย์ (hCAII) ตามล าดบั 
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4) น าพลาสมิดจากข้อ 3 เข้าสู่ยีสต์สายพันธุ์กลายในข้อ 1 เพ่ือศึกษาผลของการ
ทดแทนหน้าท่ีของยีน NCE103 โดยยีน pfCA และ hCAII ตามล าดบั  

5) ศกึษาการแสดงออกของโปรตีนเป้าหมายในยีสต์ โดยวิธีเวสเทิร์นบลอต 

6) ศึกษาการแสดงออกของยีนประมวลรหัสโปรตีนเป้าหมายดังกล่าว ด้วยวิธี 
reverse transcription-PCR 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
ในปัจจบุนัมีผู้ตดิเชือ้มาลาเรียจ านวนมากมายซึง่ชนิดของมาลาเรียท่ีก่อโรคท่ีส าคญัคือ P. 

falciparum การเสียชีวิตส่วนใหญ่นัน้เป็นผลมาจากการดือ้ยารักษาโรคของมาลาเรียและยาท่ีใช้
ในปัจจบุนัก็มีผลข้างเคียงตอ่ผู้ใช้ ดงันัน้จึงจ าเป็นต้องหายารักษาชนิดใหม่ๆมาทดแทน แตท่ว่าการ
ใช้วิธีเดิมๆในการคดัสรรยาใหม่ๆกลไกท่ียบัยัง้เชือ้มาลาเรียก็มีโอกาสสูงท่ีจะได้กลไกเดิมๆ ดงันัน้
การใช้ยีสต์เป็นระบบคดักรองหาสารออกฤทธ์ิตอ่เชือ้มาลาเรียจึงเป็นท่ีน่าสนใจท่ีจะได้กลไกใหม่ๆ
ในการยบัยัง้เชือ้โดยใช้วิธีการค้นหาโปรตีนเป้าหมายของเชือ้มาใช้คดักรองหาสารยบัยัง้ 

วิธีการคัดกรองหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพโดยทั่วไป ใช้หลักการท่ีสารออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพสามารถยบัยัง้การเจริญของเซลล์บง่ชี ้(indicator cell) ในการทดลองนีผู้้วิจยัเลือกใช้ ยีสต์ 
S. cerevisiae เป็นเซลล์บ่งชี ้เน่ืองจากเป็นสิ่งมีชีวิตต้นแบบ (model organism) ในการศึกษา
กระบวนการทางชีวภาพตา่งๆ (biological processes) เลีย้งง่าย เพิ่มจ านวนเร็ว และยงัสามารถ
ถูกดดัแปลงทางพันธุกรรมได้ง่ายและรวดเร็ว ข้อมูลล าดบัเบสของทัง้จีโนมได้ถูกรายงานอย่าง
สมบรูณ์แล้ว (complete genome sequences) และท่ีส าคญักระบวนการทางชีวภาพท่ีเกิดขึน้ใน
ยีสต์ดงักล่าวเช่น การสงัเคราะห์โปรตีน การแบ่งตวั การสงัเคราะห์และซ่อมแซมดีเอ็นเอ เป็นต้น 
นัน้คล้ายกบัในเซลล์สิ่งมีชีวิตชัน้สูง (higher eukaryotes) (Mager และ Winderickx 2005) ใน
ปัจจุบนัยงัมีแนวโน้มในการใช้ยีสต์ท่ีถูกดดัแปลงพนัธุกรรมเพ่ือใช้ในการคดักรองหาสารออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพชนิดใหม่ๆ (yeast based assay) เน่ืองจากว่ามีข้อได้เปรียบหลายประการ เช่น ไม่
จ าเป็นต้องท าให้โปรตีนเป้าหมายผ่านกระบวนการท าให้บริสุทธ์ิก่อนท่ีจะมาทดสอบ สารท่ีน ามา
ทดสอบจะก่อให้เกิดผลกระทบต่อโปรตีนเป้าหมายท่ีก่อให้เกิดโรคได้ดี เพราะมีสภาวะแวดล้อม
ใกล้เคียงกบัในธรรมชาติมากกว่าการใช้การทดสอบทางชีวเคมี และใช้คา่ใช้จ่ายในการเลีย้งเซลล์
ถกูกวา่การใช้เซลล์จากมนษุย์ (Barberis และคณะ, 2005; Tucker และคณะ, 2002) 

งานวิจยันีมุ้่งหมายท่ีจะท าการดดัแปลงพนัธุกรรมของยีสต์ S. cerevisiae เพ่ือศกึษาการ
ท าหน้าท่ีทดแทนของเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสของยีสต์โดยเอนไซม์ชนิดเดียวกันจาก P. 
falciparum (pfCA) และมนุษย์ (hCAII) โดยการแสดงออกของยีนดงักล่าวโดยใช้ยีสต์เป็นเซลล์
บง่ชี ้เพ่ือท่ีจะน าไปศึกษาผลของสารยบัยัง้ต่อเอนไซม์ดงักล่าวท่ีมีต่อการเจริญของยีสต์ดดัแปลง
พนัธุกรรมโดยเปรียบเทียบระหว่างผลต่อการเจริญของยีสต์สายพนัธุ์กลายท่ีสังเคราะห์เอนไซม์ 
pfCA และ hCAII ตามล าดบัได้ตอ่ไป 
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เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 
2.1 ยีสต์ (S. cerevisiae) 

 
S. cerevisiae เป็นยีสต์ท่ีจดัอยู่ในแฟมิล่ี Saccharomycetaceae จีนสั Saccharomyces 

สปีชีส์ S. cereviseae สามารถเลีย้งได้ง่าย มีวฎัจกัรการแบง่เซลล์ (cell cycle) สัน้ประมาณ 90 
นาที เพิ่มจ านวนเร็ว เสียคา่ใช้จ่ายน้อยเม่ือเทียบกบัการเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือเซลล์ ถกูจดัอยู่ในกลุ่ม
สิ่งมีชีวิตขนาดเล็กท่ีมีความปลอดภยั (generally recognized as safe หรือ GRAS) และสามารถ
ถูกดดัแปลงทางพนัธุกรรมได้ง่ายและรวดเร็วกว่า เช่น การท าลายยีน  (gene disruption) การ
ติดตามยีน (gene marking) การกลายพนัธุ์ (mutation) และการศกึษาผลของจ านวนชดุของยีน 
(gene-dosage effect) เหตผุลหนึ่งเน่ืองมาจากเม่ือเทียบกับสิ่งมีชีวิตอ่ืนๆในกลุ่มยูแคริโอตแล้ว 
ยีสต์มีอัตราการเกิดรีคอมบิเนชันสูง ท าให้การแทรกชิน้ดีเอ็นเอท่ีต้องการ เข้าในส่วนโครโมโซม
สามารถท าได้โดยง่ายโดยใช้เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Wach และคณะ, 1994) อีกทัง้
ข้อมลูล าดบัเบสของทัง้จีโนม (Goffeau และคณะ, 1996) รวมทัง้ล าดบัเบสท่ีคาดว่าจะเป็น open 
reading frame (ORF) จ านวน 6,466 ORF (Kumar และคณะ, 2002) ได้ถูกรายงานอย่าง
สมบรูณ์ 
 
 
2.2 เอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสของยีสต์ (S. cereviseae) 
 

Cleves และคณะ (1996) ได้จ าแนกโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกับการขนส่งสารผ่านทางกอลจิ
บอดีแ้ละเอนโดพลาสมิคเรติคิวลัมซึ่งยังไม่มีการจัดชนิดในยีสต์ S. cereviseae โดยให้ช่ือว่า 
Nce103p หลงัจากนัน้ได้มีการน ากรดอะมิโนของโปรตีนชนิดนีม้าเทียบกบัสิ่งมีชีวิตอ่ืนทัง้โปรคาริ
โอตและยคูาริโอตแล้วจึงจดัให้อยู่ในชนิด (family) β ของเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรส (Götz 
และคณะ, 1999) นอกจากนีย้งัพบว่ายีสต์ท่ีถกูท าลายยีน nce103 จะไม่สามารถเจริญได้ในภาวะ
ท่ีมี CO2 ต ่า แตส่ามารถกลบัมาเจริญได้อีกครัง้เม่ือใช้เอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสจากต้นยาสบู 
(Medicago sativa) หรือเลีย้งในสภาวะท่ีมี CO2 สงู    

Clark และคณะ (2004) ได้ศกึษาการทดแทนหน้าท่ีของยีน NCE103 โดยเอนไซม์คาร์บอ
นิคแอนไฮเดรสจากสิ่งมีชีวิตอ่ืนซึ่งก็คือ เอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสท่ีอยู่ในคลอโรพลาสท์จาก
ต้นยาสูบซึ่งเป็นชนิด β และเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสจากมนุษย์ (hCAII) ซึ่งเป็นชนิด α  
พบว่าเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสทัง้สองชนิดสามารถทดแทนหน้าท่ีในยีสต์ได้เม่ือเลีย้งใน
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สภาวะท่ีมี CO2 ต ่า และยงัพบว่าผลของความไวตอ่ออกซิแดนท์ (H2O2 และ โซเดียมไนโตรปรัส

ไซด์) ระหวา่งยีสต์กลายพนัธุ์ nce103 และยีสต์สายพนัธุ์ปกตท่ีิไมข่าดยีน NCE103 มีความไวไม่
ต่างกัน นอกจากนีย้งัมีเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสของแบคทีเรีย Escherichia coli และ 
Cryptococcus neoformans ซึ่งก็สามารถทดแทนหน้าท่ีได้เช่นเดียวกนั (Cronk และคณะ, 2001; 
Bahn และคณะ, 2005)  

Amoroso และคณะ (2005) พบวา่แอคทิวิตีของเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสของยีสต์ใน
สภาวะท่ีมี CO2 ต ่า (0.035% CO2) จะมีแอคทิวิตีสูงกว่า 10-20 เท่า เม่ือเทียบกบัในสภาวะท่ีมี 
CO2 สงู (5% CO2) และยงัพบว่าในสภาวะท่ีมี CO2 ต ่า จะมีการสะสมของ mRNA ของ NCE103 
มากกว่าเม่ือเลีย้งในสภาวะท่ีมี CO2 สูง ดงันัน้จึงได้ข้อสรุปว่า ปริมาณ CO2 ในอากาศเป็นตัว
ควบคมุการทรานสคริปชนัของยีน NCE103 เพ่ืออาจน าเอนไซม์ไปใช้ในการสร้างไบคาร์บอเนต 
(HCO3

-) หรือใช้ในการควบคมุพีเอชภายในเซลล์ของยีสต์ นอกจากนีผ้ลดงักล่าวยงัสอดคล้องกับ
การศกึษาของ Nishida และคณะ (2009) ซึ่งพบว่า Symbiobacterium thermophilum ท่ีเจริญได้
ดีเม่ือได้รับ CO2 จากแบคทีเรียข้างเคียงจะมีการสญูเสียยีนคาร์บอนิคแอนไฮเดรสของตวัมนัเอง  

เพ่ือทดสอบความต้องการสารอาหารของยีสต์กลายพนัธุ์ nce103 Aguilera และคณะ 
(2005) ได้ท าการทดสอบโดยใช้อาหารสงัเคราะห์ท่ีมีการเติมกรดอะมิโนและกรดไขมนัชนิดต่างๆ
ลงไป เพ่ือดกูารเจริญเติบโตบนอาหารภายใต้สภาวะท่ีมี CO2 ต ่า พบว่าเม่ือมีการเติมกรดอะมิโน 
L-แอสพาเตท ยูราซิล L-อาร์จินีน และกรดไขมนั (กรดไมริสติค สเตียริค และ ปาล์มมิติค) ยีสต์ 

nce103 สามารถท่ีจะเจริญได้อีกครัง้ เ น่ืองจากเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสของยีสต์ 
(Nce103p) มีหน้าท่ีหลกัในการสร้างไบคาร์บอเนตซึ่งจะถกูน าไปใช้ในกระบวนการ bicarbonate-
dependent carboxylation reaction เช่น pyruvate carboxylase, acetyl-CoA carboxylase 
และ carbamoyl-phosphate synthetase ดงัภาพท่ี 2.1 

Isik และคณะ (2009) ได้ท าการทดลองเก่ียวกับตวักระตุ้นเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรส
ของยีสต์ (scCA) พบว่าสารจ าพวกเอมีน เช่น ฮิสตามีน โดปามีน เซโรโทนิน ไพริดิลอลัคิลเอมีน 
และมอร์โฟลีน กระตุ้นได้ดี (KAs = 10.2-21.3 ไมโครโมลาร์) และอะดรีนาลีนสามารถกระตุ้นได้ดี
สดุท่ี KAs = 0.95 ไมโครโมลาร์ ส่วนสารยบัยัง้การท างานของ scCA จะเป็นจ าพวกแอนไอออน 
ซัลโฟนาไมด์ และเบนซีนซัลโฟนาไมด์ สารท่ียับยัง้ได้ดีท่ีสุดคือ 4-(2-amino-pyrimidin-4-yl)-
benzenesulfonamide (KI = 15.1 นาโนโมลาร์) (Isik และคณะ, 2010)     
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การหาสารกระตุ้นและยบัยัง้ scCA จะน าไปสู่ความเข้าใจเอนไซม์ตวันีไ้ด้ดีขึน้ อนัน าไปสู่
การหาตวัควบคมุเอนไซม์ (modulators) เพ่ือน าไปประยกุต์ใช้กบัเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรส
ของราท่ีก่อโรค เชน่ Candida albicans และ C. neoformans  

ก. 

 
 
ข. 

 
 
ค. 

 
ท่ีมา: Aguilera และคณะ (2005)  
 
ภาพที่  2 .1  ปฏิกิ ริยา เมตาบอลิซึมที่ เ ก่ี ยว ข้อง กับ bicarbonate-dependent 

carboxylation reaction 
ก.) ปฏิกิริยา pyruvate carboxylase 
ข.) ปฏิกิริยา acetyl-CoA carboxylase 
ค.) ปฏิกิริยา carbamoyl-phosphate synthetase  
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จากการศกึษาโครงสร้างคริสตลัของ scCA พบว่าเอนไซม์จะประกอบไปด้วย 2 โมโนเมอร์ 
และมีกรดอะมิโน 3 ตวัท่ีใช้ในการเข้าคูก่บัไอออนเหล็ก คือ Cys57, His112 และ Cys115 ซึ่งส่วน
ท่ีท าหน้าท่ีแอคทิวิตีของเอนไซม์อยู่ท่ีด้านปลาย N (Teng และคณะ, 2009) ความรู้ใหม่จาก
โครงสร้างของเอนไซม์จะน าไปสูก่ารออกแบบสารยบัยัง้เพ่ือท่ีจะน าไปใช้เป็นยารักษาโรคท่ีเกิดจาก
ราก่อโรคตอ่ไป 
 
 
2.3 การใช้ยีสต์เป็นเคร่ืองมือในการคัดกรองหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ 
 
 ยีสต์เป็นสิ่งมีชีวิตเซลล์เดียวและเป็นยูคาริโอตท่ีถูกน ามาใช้เป็นสิ่งมีชีวิตต้นแบบใน
การศกึษาทางด้านวิทยาศาสตร์ เน่ืองจากเลีย้งง่ายและใช้อาหารราคาถกูกว่าการเลีย้งเซลล์ไลน์
หรือปริสิตท่ีเป็นยูคาริโอตซึ่งมีการเลีย้งท่ียุ่งยาก สามารถแบ่งตัวได้เร็ว (90 นาทีต่อหนึ่งรุ่น) 
สามารถเลีย้งได้ทัง้ในอาหารเหลวและอาหารแข็ง และสามารถน ายีนจากสิ่งมีชีวิตอ่ืนมาแสดงออก
ในยีสต์ได้ (Simon และ Bedalov 2004) S. cerevisiae เป็นยูคาริโอตชนิดแรกท่ีทราบจีโนมทัง้
หมดแล้ว ดงันัน้จึงมีประสิทธิภาพในการน ามาจดัการดดัแปลงพนัธุกรรมได้ง่าย อีกทัง้ล าดบัยีน 
โปรตีน และวิถีการสังเคราะห์ต่างๆมีระดับการอนุรักษ์กับมนุษย์สูง จึงได้มีการน ามาใช้เป็น
เคร่ืองมือในการหายารักษาโรค (Barberis และคณะ, 2005) แตท่ว่ายีสต์มีข้อเสียในการทดสอบ
สารตา่งๆโดยสารท่ีมีขนาดเล็กจะถกูขบัออกจากเซลล์ได้ง่าย ดงันัน้จึงได้มีการท าให้ยีสต์มีความไว
ตอ่สารตา่งๆมากขึน้โดยท าลายยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการสงัเคราะห์ ergosterol (ยีน ERG6) ท าลาย
ยีนท่ีเก่ียวข้องกับการป๊ัมสารออกนอกเซลล์ PDR1 PDR3 PDR5 และ SNQ2 (Simon และ 
Bedalov 2004; Mager และ Winderickx 2005)    

ยีสต์ยงัถูกน ามาใช้เป็น cell-based assay ส าหรับการคดัเลือกหาสารยบัยัง้หรือสาร
กระตุ้นของเป้าหมายท่ีเป็นมนษุย์ซึง่มีกระบวนการเก่ียวกบัเซลล์มากเกินไปและรบกวนการอ่านผล
ท่ีได้ (Barberis และคณะ, 2005) นอกจากนียี้สต์ยังมีข้อได้เปรียบในการน ามาใช้เป็น high-
throughput cell-based assay เพ่ือใช้ในการหาสารออกฤทธ์ิคราวละมากๆได้ ซึ่งมีข้อได้เปรียบ
กว่าการใช้เซลล์มนุษย์ดงัตารางท่ี 2.1 โดยเลีย้งบนอาหารคดัเลือกหรือเลีย้งในอาหารเหลว 96 
หลุม และมีการน ายีสต์ไปประยุกต์ใช้ในการหาโปรตีนท่ีท าปฏิกิริยาต่อโปรตีนด้วยกัน เช่น two-
hybrid system, one-hybrid system, RNA-based three-hybrid system และ reverse two-
hybrid system (Tucker 2002) การน ายีนจากสิ่งมีชีวิตอ่ืนมาแสดงออกในยีสต์ก็มีการศกึษากนั
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หลากหลาย เพ่ือศกึษาการเจริญหรือผลของฟีโนไทป์ท่ีเปล่ียนไปดงัภาพท่ี 2.2 การทดแทนหน้าท่ี
ของยีนอ่ืนในยีสต์กลายพนัธุ์ซึ่งถูกท าลายยีนท่ีท าหน้าท่ีเดียวกันเพ่ือศึกษาการท าหน้าท่ีทดแทน 
เช่น การน ายีนไดไฮโดรโฟเลทรีดคัเตสของ P. falciparum มาแสดงออกในยีสต์กลายพนัธุ์ท่ีขาด
ยีนไดไฮโดรโฟเลทรีดัคเตสของตัวมันเอง เพ่ือใช้ในการหาสารยับยัง้โดยดูผลของการเจริญ 
(Tucker 2002) 
 
ตารางที่  2.1 เปรียบเทียบระหว่างการใช้เซลล์ยีสต์และมนุษย์ในการใช้เป็นระบบ high-
throughput screens   

ท่ีมา: Barberis และคณะ (2005)  
 
 
 
 
 

 
 

Yeast cellular HTS Mammalian cellular HTS 

 
 
 

ข้อดี 

สามารถจดัการพนัธุกรรมได้ง่าย สภาวะแวดล้อมเป็นยคูาริโอตท่ีซบัซ้อน 

โปรตีนเป้าหมายอยูใ่นรูปแบบตาม
ธรรมชาติ 

โปรตีนเป้าหมายอยูใ่นรูปแบบตาม
ธรรมชาติ 

สามารถคดัเลือกสารท่ีจะน าเข้าเซลล์ 
เพ่ือปกป้องเซลล์จากความเป็นพิษ 

สามารถคดัเลือกสารท่ีจะน าเข้าเซลล์ 
เพ่ือปกป้องเซลล์จากความเป็นพิษ 

อา่นผลง่ายเพราะมีตวัรบกวนน้อยกวา่ 

 
ข้อเสีย 

ความไวตอ่สารอาจลดลงจากการป๊ัม
สารออกจากเซลล์ยีสต์ 

ยากตอ่การแยกผลจริงและผลจริงหลอก 

ความรู้ยงัมีจ ากดัในบางเร่ือง เสียเวลามากในการดดัแปลงพนัธุกรรม 

ราคา อาหารเลีย้งราคาถกู อาหารเลีย้งราคาแพง 
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ท่ีมา: Tucker (2002) 
 
ภาพท่ี 2.2 การคัดเลือกโปรตีนที่ท าหน้าที่ทดแทนหรือรบกวนการเจริญ  
โปรตีนแปลกปลอมท่ีส่งผลให้เกิดการทดแทนหน้าท่ีในยีสต์กลายพนัธุ์ซึ่งส่งผลให้มีการ

เจริญ (ซ้าย) และการคดัเลือกโปรตีนแปลกปลอมท่ีรบกวนการเจริญของยีสต์สายพนัธุ์ปกต ิ(ขวา)    
 
 

2.4 เอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสเป็นเป้าหมายใหม่ในการรักษาโรค  
 
 เอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรส (CA) หรือคาร์บอเนตดีไฮดราเตส (EC 4.2.1.1) เป็น
เอนไซม์ท่ีพบทัง้ในโพรคาริโอตและยคูาริโอต ปัจจบุนัแบง่ออกได้ 5 ชนิด (family) ได้แก่ α, β, γ, 
δ และ ξ ชนิด α จะพบในสตัว์มีกระดกูสนัหลงั แบคทีเรีย สาหร่าย และในไซโตพลาสซึมของพืชสี
เขียว ชนิด β พบในแบคทีเรีย สาหร่าย และในคลอโรพลาสของพืชใบเลีย้งเด่ียวและใบเลีย้งคู ่
ชนิด γ พบได้ในอาเคีย และแบคทีเรียบางชนิด และชนิด δ พบในไดอะตอมทะเลบางชนิด 
(Supuran 2008)  



 
 
13 

 CA ท าหน้าท่ีในการเร่งปฏิกิริยาแบบผนักลบัได้ของ CO2 กบั H2O เปล่ียนเป็น HCO3
- กบั 

H+ ซึ่งบริเวณท่ีเร่งปฏิกิริยาของ CA ส่วนใหญ่จะพบว่ามีแร่สงักะสี (Zn2+) ช่วยในการเร่งปฏิกิริยา
ดังภาพท่ี 2.3 บริเวณท่ีเร่งปฏิกิริยาจะมีการเข้าคู่กันของกรดอะมิโนฮิสทิดีน 3 ต าแหน่งคือ 
ต าแหน่งท่ี 94, 96 และ 119 ซึ่งจะเกาะเหล็กท่ีเช่ือมตอ่กบัน า้ จากนัน้จะเกิดปฏิกิริยาระหว่างน า้ท่ี
เกาะกบัเหล็ก กบั Thr199 และGlu106 ซึ่งจะไปเพิ่มความเป็นนิวคลีโอไฟล์ของน า้ท่ีเกาะกบัเหล็ก
เปล่ียนเป็นไฮดรอกซิลท่ีเกาะกบัเหล็กซึง่เป็นรูปแบบท่ีแอคทีฟของเอนไซม์ (a) จากนัน้นิวคลีโอไฟล์
จะเข้าเกาะท่ีโมเลกลุของ CO2 ท่ีอยู่ในโพรงท่ีไม่ชอบน า้ (ไฮโดรโฟบิค) (b) ท าให้เกิดไบคาร์บอเนต
ประสานกบัแร่สงักะสี (c)  สดุท้ายไบคาร์บอเนตจะหลดุออกและถกูแทนท่ีด้วยโมเลกลุน า้ซึ่งส่งผล
ให้เอนไซม์อยู่ในรูปไม่ท างานอีกครัง้ (d) ปฏิกิริยาของ CA เก่ียวข้องกับกระบวนการต่างๆท่ี
หลากหลายทัง้ภายในและนอกเซลล์ เช่น กระบวนการหายใจ การขนส่ง CO2 และ HCO3

- ระหว่าง
เนือ้เย่ือและปอด การควบคมุความสมดลุของความเป็นกรดดา่งและ CO2 การขบัสารอิเล็คโทรไลต์
ออกนอกเซลล์ กระบวนการสงัเคราะห์ต่างๆ การดดูซึมแคลเซียมกลับสู่กระดกู และการเกิดเนือ้
งอก (Supuran 2008) 
  

 
 ท่ีมา: Supuran (2008) 
 
 ภาพท่ี 2.3 การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรส 
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 สารยบัยัง้ CA มี 2 ประเภท คือ ประจลุบท่ีจบักบัโลหะ และสารประกอบซลัโฟนาไมด์ สาร
ยบัยัง้จะจบักับไอออนสงักะสีของเอนไซม์เกิดเป็นรูปแบบ tetrahedral adduct หรือ trigonal-
bipyramidal adduct ดงัภาพท่ี 2.4  
 
 ก. 

 
  

ข. 

 
 ท่ีมา: Supuran (2008) 
 
 ภาพท่ี 2.4 กลไกการยับยัง้ของเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรส 

ก.) ปฏิกิริยาการแทนท่ีของสารประกอบซัลโฟนาไมด์ท าให้เกิดรูปแบบ tetrahedral 
adduct 

ข.) ปฏิกิริยาการเตมิของสารประจลุบท าให้เกิดรูปแบบ trigonal-bipyramidal adduct 
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ปัญหาของการออกแบบสารยบัยัง้คือ ท าอย่างไรให้สารยบัยัง้มีความจ าเพาะตอ่ CA ชนิด
ตา่งๆแตกตา่งกัน เพ่ือท าให้สามารถยบัยัง้ CA ได้ถกูเป้าหมายตามท่ีต้องการ ยกตวัอย่าง ไพริดิ-
เนียมซึง่เป็นสารประกอบซลัโฟนาไมด์ท่ีเป็นประจบุวกสามารถท่ีจะยบัยัง้ CA ชนิดท่ีเกาะอยู่ท่ีเย่ือ
หุ้มเซลล์ได้ แตไ่ม่ยบัยัง้ CA ท่ีอยู่ภายในเซลล์ เน่ืองจากไม่สามารถผ่านเย่ือหุ้มเซลล์เข้าไปภายใน
เซลล์ได้ ท าให้เกิดการยบัยัง้ CA อยา่งจ าเพาะ (Supuran 2008)  

CA มีศกัยภาพท่ีจะเป็นโปรตีนเป้าหมายชนิดใหม่ เพ่ือใช้ค้นหาสารยบัยัง้ CA และน ามา
พฒันาเป็นยารักษาโรคตา่งๆ เช่น ใช้เป็นยาขบัปัสสาวะ เน่ืองจาก CA ในเซลล์ของไตมีบทบาทใน
การควบคุมสมดุลของกรดด่าง เม่ือใช้ยาอะเซตาโซลเอไมด์ (Acetazolamide, AZA) ปริมาณ
ปัสสาวะเพิ่มมากขึน้และกลายเป็นดา่ง เน่ืองจากต้องขบัไบคาร์บอเนตออกผ่านทางปัสสาวะ ชนิด
ของ CA ของมนษุย์ท่ีเก่ียวข้องคือ CA II, IV, XII และ XIV ใช้เป็นยารักษาความผิดปกติทางสายตา
ท่ีเกิดจากความดนัภายในลูกตาสูง สารยับยัง้จะท าให้อัตราการขับไบคาร์บอเนตและของเหลว
ภายในตาลดลงซึ่งจะท าให้ความดนัลดลง ชนิดของ CA ของมนษุย์ท่ีเก่ียวข้องคือ CA II ใช้เป็นยา
รักษาโรคอ้วน เพราะ CA เก่ียวข้องกบัปฏิกิริยา acetyl-CoA carboxylase ซึ่งเก่ียวข้องกบัการ
สงัเคราะห์กรดไขมนัโดยตรง เม่ือใช้สารยบัยัง้ เช่น โซนิซาไมด์ จะไปลดการสร้างกรดไขมนัท าให้
น า้หนกัลดลง ชนิดของ CA ของมนษุย์ท่ีเก่ียวข้องคือ CA II, VA และ VB ใช้เป็นยาต้านมะเร็ง ใน
ภาวะพร่องออกซิเจนการแสดงออกของ CA IX จะสงูขึน้มากส่งผลให้เนือ้งอกมีคา่ความเป็นกรด
ดา่งเป็นไปทางกรดมากขึน้ และส่งผลให้มีการสร้างไบคาร์บอเนตจ านวนมาก เพ่ือน าไปใช้ในการ
สงัเคราะห์เบสไพริมิดีน นอกจากนีย้งัพบว่าสารอนพุนัธ์ของซลัโฟนาไมด์สามารถยบัยัง้ CA IX ใน
ภาวะพร่องออกซิเจนเทา่นัน้อีกด้วย ใช้เป็นยารักษาโรคกระดกูพรุน เน่ืองจาก CA II ในกระดกูมีอยู่
จ านวนมากและท าหน้าท่ีสร้างโปรตอนส่งผลต่อการเคล่ือนท่ีของแคลเซียมจากกระดกู ใช้เป็นยา
รักษาโรคท่ีเกิดจากปรสิต เช่น มาลาเรีย โรคท่ีเกิดจากการติดเชือ้รา เช่น Candida albicans และ 
C. Neoformans ซึ่ง CA เป็นเอนไซม์ส าคญัส าหรับการเจริญเติบโตของเชือ้ นอกจากการใช้สาร
ยบัยัง้ต่อ CA แล้วยงัสามารถใช้สารกระตุ้นต่อ CA เป็นยารักษาโรคอลัไซเมอร์โดยจะไปเพิ่ม
ประสิทธิภาพของสญัญาณประสาท โดยมีเป้าหมายท่ี CA I และ II ของมนษุย์ (Supuran 2008) 
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2.5 บทบาทของ CA ใน P. falciparum  
 

 มาลาเรียท่ีเจริญอยู่ภายในเม็ดเลือดแดงสามารถตรึง CO2 ได้โดยใช้เอนไซม์ CA เพ่ือ
สร้างไบคาร์บอเนตส าหรับเป็นสารตัง้ต้นของ carbamoyl-phosphate synthetase II ในการสร้าง
เบสไพริมิดีนและการควบคมุความเป็นกรดดา่งภายในเซลล์ การใช้สารก าจดัโลหะบางชนิด เช่น 
desferrioxamine, tetraethylthiuram disulfide, daphnetin และ 8-hydroxyquinoline สามารถ
ยบัยัง้การเจริญของ P. falciparum ได้ เน่ืองจากท าให้เอนไซม์ไม่พร้อมท างานเพราะขาดโคแฟค-
เตอร์ท่ีเป็นโลหะ (Sein และ Aikawa 1998)  

Sein และ Aikawa (1998) ใช้กล้องจลุทรรศน์อิเล็คตรอนศกึษาพบว่าผลิตภณัฑ์ของ CA 
ถกูพบในไซโตพลาสซมึของเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีตดิเชือ้และไมต่ดิเชือ้ ซึง่พบในไซโตซอล นิวคลีโอพ
ลาสซมึ พลาสมา่ นิวเคลียส และเย่ือหุ้มแวคควิโอลอาหารในระยะ โทรโฟซอยต์ ชิซอนต์ และเมอโร
ซอยต์ และยงัพบวา่ผลิตภณัฑ์ของ CA พบมากในปรสิตมากกว่าในเม็ดเลือดแดง บง่ชีว้่าเอนไซม์นี ้
มีความส าคญัตอ่การเจริญของปรสิต เม่ือดสูญัฐานวิทยาของปรสิตซึ่งถูกให้สารยบัยัง้ พบว่าเย่ือ
หุ้มเซลล์มีลกัษณะเป็นคล่ืน เมมเบรนของแวคคิวโอลอาหารแตกหกั เกิดการสลายของนิวคลีไอ 
และมีเม็ดกลมท่ีเป็นเนือ้เดียวกนัเหลืออยูใ่นชอ่งวา่งของเซลล์ นอกจากนีพ้บว่าการยบัยัง้ CA ไอโซ
ไซม์ใดไอโซไซม์หนึ่งจะมีการลดลงของปรสิต แต่เม่ือเวลาผ่านไปจ านวนปรสิตก็จะเพิ่มขึน้ แต่ถ้า
ยบัยัง้ CA ทัง้ 2 ไอโซไซม์ปรสิตจะถูกยบัยัง้โดยสมบูรณ์ภายใน 36 ชัว่โมง ดงันัน้ CA มีบทบาท
เก่ียวข้องกบัการตดิเชือ้และเหมาะแก่การหาสารยบัยัง้เพ่ือน ามาใช้เป็นยาต้านมาลาเรีย 

Reungprapavut และคณะ (2004) พบว่า pfCA มีอย่างน้อย 3 ไอโซไซม์ ซึ่งไอโซไซม์ 1 
(pfCA1) เป็นไอโซไซม์หลกัและมีลกัษณะคล้ายคลึงกบัชนิด α ประกอบไปด้วยกรดอะมิโน 235 
กรดอะมิโน เชือ้มาลาเรียไม่สามารถสงัเคราะห์เบสพิวรีนแบบ de novo (purine auxotroph) และ
ต้องใช้พิวรีนจากเซลล์ของโฮส ในทางตรงกันข้ามเชือ้มาลาเรียสามารถสงัเคราะห์เบสไพริมิดีนได้
โดยใช้ CA เป็นเอนไซม์ในการสังเคราะห์โดยมีไบคาร์บอเนตซึ่งเป็นสารตัง้ต้นในการสร้าง 
carbamoylphosphate เพ่ือใช้ในการสังเคราะห์เบสไพริมิดีนของเชือ้มาลาเรีย แต่ในมนุษย์เม่ือ 
CA ถูกยับยัง้จะยังคงสามารถสร้างเบสไพริมิดีนได้โดยใช้วิถีแบบกู้ คืน (Salvage pathway) 
นอกเหนือจากวิถีหลกัแทน ความแตกตา่งข้อน่ีเองท่ีท าให้ pfCA มีศกัยภาพในการถกูน าไปใช้เป็น
โปรตีนเป้าหมายเพ่ือหายาชนิดใหม่รักษาโรคมาลาเรียชนิด P. falciparum ซึ่งยาดงักล่าวจะมี
กลไกแตกต่างไปจากยาท่ีใช้อยู่เดิม เม่ือหาคา่แอคทิวิตีโดยใช้ปฏิกิริยาเอสเทอเรส พบว่าในเซลล์
เม็ดเลือดแดงท่ีติดเชือ้มีผลรวมของแอคทิวิตีของ CA มากกว่าในเม็ดเลือดแดงท่ีไม่ได้ติดเชือ้ถึง 4-
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5 เท่า และมีแอคทิวิตีท่ีจ าเพาะมากกว่า 9-10 เท่า pfCA มีความไวต่อสารยบัยัง้ AZA น้อยกว่า 
hCAII แต่เม่ือใช้สารยับยัง้ซัลฟานิลาไมด์ (SFA) pfCA จะมีความไวต่อสารยับยัง้มากกว่า 
(Krungkrai และคณะ, 2001) ความแตกตา่งในความไวตอ่สารยบัยัง้จะเป็นตวัคดักรองหาสารออก
ฤทธ์ิต้านเชือ้มาลาเรีย 

Krungkrai และคณะ (2005) และ Krungkrai และ Supuran (2008) พบว่า
สารประกอบอะโรมาติคซัลโฟนาไมด์มีประสิทธิภาพในการยับยัง้ pfCA และมีศักยภาพท่ีจะ
สามารถถูกน ามาใช้เ ป็นยาต้านมาลาเ รีย โดยสาร 4-(3,4-dichlorophenylureido-ethyl) -
benzenesulfonamide สามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้มาลาเรียได้ดีกว่า AZA และยงัมีความไว
ตอ่การยบัยัง้แอคทิวิตีของ pfCA มากกว่า 4 เท่าของในหลอดทดลอง (in vitro) นอกจากนีย้งั
พบว่ามีความเข้มข้นท่ีน้อยท่ีสดุท่ีสามารถยบัยัง้การเจริญของเชือ้ร้อยละ 50 (IC50) อยู่ท่ี 2 ไมโคร
โมลาร์ ซึ่งน้อยกว่า AZA ถึง 10 เท่า อนัเน่ืองมากจากสารประกอบชนิดนีมี้ความสามารถในการ
ละลายในไขมันได้ดีกว่า AZA  ซึ่งเป็นโมเลกุลท่ีมีความเป็นขัว้สูง คุณสมบัตินีเ้องท าให้
สารประกอบดงักล่าวสามารถผ่านเย่ือหุ้มเซลล์เข้าไปข้างในเซลล์ได้โดยง่าย และยบัยัง้เอนไซม์ได้
ดีกว่า ในท านองเดียวกัน Krungkrai และคณะ (2008) ได้ศกึษาสารประกอบซลัโฟนาไมด์ คือ 4-
(3,4-dichlorophenylureido)thioureido-benzenesulfonamide พบว่าสามารถยบัยัง้ pfCA ได้ดี 
โดยมีคา่คงท่ีการยบัยัง้ (KI) เท่ากบั 0.18 ไมโครโมลาร์ และคา่ IC50 ท่ี 1 ไมโครโมลาร์ ซึ่งน้อยกว่า 
AZA ถึง 20 เท่า อีกทัง้ยงัพบว่าสารท่ีใช้ในการรักษาโรคมาลาเรีย เช่น ควินีน อาร์เทไมซินิน และ
คลอโรควีน ไมส่ามารถยบัยัง้แอคทิวิตีของ CA ได้ แสดงว่าสารดงักล่าวมีกลไกการยบัยัง้การเจริญ
ของมาลาเรียแตกตา่งจากการใช้สารยบัยัง้ pfCA ดงันัน้ pfCA จึงเหมาะสมและมีศกัยภาพท่ีจะถกู
น าไปใช้เป็นโปรตีนเป้าหมายในการหายารักษาโรคมาลาเรียชนิด P. falciparum โดยอาศยักลไกท่ี
แตกตา่งไปจากเดมิ  

งานวิจยันีมุ้่งหมายท่ีจะท าการดดัแปลงพนัธุกรรมของยีสต์ S. cerevisiae เพ่ือศกึษาการ
ท าหน้าท่ีทดแทนของเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสของยีสต์โดยเอนไซม์ชนิดเดียวกันจาก P. 
falciparum (pfCA)  
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บทที่  3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 เคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจัย 
 
1. ตู้อบฆา่เชือ้ (hot air oven) รุ่น UE 600 ของบริษัท Memmert, Germany 
2. ตู้บม่เชือ้ (incubator) รุ่น BE 600 ของบริษัท Memmert, Germany 
3. ตู้เข่ียเชือ้  รุ่น Clean model. V4 ของบริษัท LAB Service, Thailand 
4. เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ดา่ง (pH meter) รุ่น S-20K ของบริษัท Mettler-Toledo, Switzerland 
5. เคร่ืองควบคมุอณุหภมูิและระเหยแห้งแบบให้ความร้อน (thermo-block) รุ่น MylabTH Thermo-

Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea 
6. เคร่ืองชัง่  รุ่น AG285 PG2002-S และ PB3002 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
7. เคร่ืองป่ันผสม (vortex mixer) รุ่น GenieII G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA 
8. เคร่ืองนึง่อบฆา่เชือ้ (autoclave) รุ่น MLS 3020 ของบริษัท SANYO, Japan 
9. เคร่ืองหมนุเหว่ียงชนิดตัง้โต๊ะ (bench-top centrifuge) รุ่น 2600 ของบริษัท Denvelle, 

Germany 
10. อา่งน า้ควบคมุอณุหภมูิพร้อมเคร่ืองเขยา่ (waterbath shaker) รุ่น NST 2000 ของบริษัท 

EYELA, Japan 
11. เคร่ืองโซนิเคเตอร์ (Sonicator) รุ่น RK100 บริษัท BANDELIN, Germany 
12. เคร่ืองนบัจ านวนเม็ดเลือด (Haemacytometer) 
13. ชดุเคร่ืองระเหยแห้งสญุญากาศ (Rotary vacuum evaporator) รุ่น N-1NW บริษัท EYELA, 

Japan 
14. ไมโครปิเปตต์ (micropipette) รุ่น P10  P20  P100  P200  P1000 และ P5000 ของบริษัท     

Gilson, France 
15. กระบอกฉีดยาพลาสตกิ  ขนาด 5 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 
16. ชดุกรองส าเร็จรูปชนิดเซลลโูลสอะซีเตท ขนาดความกว้างเส้นผา่นศนูย์กลาง 0.22 ไมโครเมตร  

Restek,Thailand 
17. อปุกรณ์ส าหรับถ่ายภาพ 

- Gel Documentation และโปรแกรม Quantity One เวอร์ชนั  4.4.1 ของบริษัท  
       Bio-Rad, USA     
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18. ชดุเคร่ืองมือท าอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) Mini gel 
electrophoresis system ของบริษัท Mupid-ex, Japan 

19. เคร่ืองกวนโดยใช้แมเ่หล็ก (magnetic stirrer) ย่ีห้อ Clifton Ceraplate 
20. เคร่ืองไมโครเวฟ (microwave oven) Turbora รุ่น MW-2020 
21. เคร่ืองวดัการดดูกลืนแสง (microplate reader) รุ่น Elx 800 ของบริษัท Bio-tek instrument 
22. ตู้แชแ่ข็งจดุเยือกแข็งต ่า (deep freezer) อณุหภมูิ -70 องศาเซลเซียส รุ่น ULT 1786 ของบริษัท 

FORMA Scientific, USA 
23. ตู้แชแ่ข็งจดุเยือกแข็งต ่า (deep freezer) อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส รุ่น MDF-U332 ของ

บริษัท SANYO Electric, Japan 
24. ตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส รุ่น Tiara บริษัท Mitsubishi electric, Thailand 
25. ชดุเคร่ืองมือท า SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (Protein III System) ของบริษัท 

Biorad, USA 
26. ชดุเคร่ืองมือท า semi-dry electrophoretic transfer cell รุ่น Trans-Blot® SD ของบริษัท Bio-

Rad, USA 
27. แผน่กระจกสไลด์ 
28. กระจกปิดสไลด์ 
29. ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
30. ถาดประกบฟิล์ม ของบริษัท OKAMOTO 
31. ฟิล์มเอ็กซ์เรย์ (Kodak Medical x-ray flim) 
32. กระดาษกรอง (filter paper) 
33. กล้อง inverted microscope ของบริษัท Olympus, USA 
34. ปิเปตต์แก้ว (seropipette) 1, 5 และ10 มิลลิลิตร Pyrex, USA 
35. ถาดเลีย้งเซลล์ 96 หลมุ (tissue culture plate 96 well) ย่ีห้อ NUNC™ , Denmark  
36. บีกเกอร์ Pyrex, USA 
37. หลอดเก็บเซลล์แชแ่ข็ง (cryotube) ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
38. ทิปปลอดอาร์เอ็นเอส (RNase-free tip) ปริมาตร 2, 10, 100 และ 1,000 ไมโครลิตร Axygen, 

USA 
39. เคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุ่น 2400 ของบริษัท Perkin Elmer, USA 
40. พาราฟิล์ม (Parafilm) Parafilm® M, USA 
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41. กระบอกตวง (cylinder) Pyrex, USA  
42. หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ขนาด 50 มิลลิลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
43. หลอดพีซีอาร์ (PCR tube) ขนาด 200 ไมโครลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
44. หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ (micro centrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen 

Scientific, USA 
45. เคร่ืองดดูจากปิเปตต์ (Pipette aid) ย่ีห้อ Drummond, USA 
46. Polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane ของบริษัท Amersham Biosciences, UK 
47. ขวดรูปชมพูข่นาด 125, 250 และ 500 มิลลิลิตร ของบริษัท Corning Incorporation, USA 
48. Glass beads, acid –washed ของบริษัท Sigma, USA   
 
 
3.2 เคมีภัณฑ์  
 
1. Yeast extract ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
2. Glucose ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
3. Galactose ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
4. Yeast Nitrogen Base without Amino Acids ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
5. กรดอะมิโนทกุชนิด ของบริษัท Sigma, USA   
6. Agarose gel ของบริษัท Prondisa, Spain  
7. Sodium hydroxide (NaOH) ของบริษัท E Merck, Germany 
8. Acetic acid (glacial CH3COOH) ของบริษัท E Merck, Germany 
9. Glycerol ของบริษัท Carlo ERBA, France 
10. Lithium acetate (LiAc) ของบริษัท  Merck, Germany 
11. Carrier DNA ดีเอ็นเอท่ีมีมวลโมเลกลุสงู (Deoxyribonuclei acid Sodium salt Type lll from 

salmon testes) ของบริษัท Sigma, USA 
12. Phenol ของบริษัท  Merck, Germany 
13. Polyethylene glycol (PEG) ของบริษัท Sigma, USA 
14. 5-Fluoroanthranilic acid ของบริษัท Sigma, USA  
15. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, USA 
16. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2) ของบริษัท Sigma, USA 
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17. EGTA (Ethylene-bis (oxyethylenenitrilo) tetraacetic acid tetrasodium) (C14H20N2O10Na4) 
ของบริษัท Sigma, USA 

18. Hydrochloric acid (HCl) ของบริษัท Merck, Germany 
19. Potassium chloride (KCl) ของบริษัท Merck, Germany 
20. Potassium di-hydrogen phosphate (KH2PO4) ของบริษัท Merck, Germany 
21. Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) ของบริษัท Merck, Germany 
22. DEPC (diethylpyrocarbonate ) ของบริษัท Sigma, USA 
23. Random hexamer ของบริษัท Fermentus, Canada 
24. Ribonuclease inhibitor ของบริษัท Fermentus, Canada 
25. Tag polymerase ของบริษัท Fermentus, Canada 
26. Deep VentR™ DNA Polymerase ของบริษัท New England Biolabs, UK  
27. M-MuLV reverse transcriptase ของบริษัท Fermentus, Canada 
28. dNTP mix ของบริษัท Fermentus, Canada 
29. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Sigma, USA 
30. Tween20 ของบริษัท Sigma, USA 
31. เอนไซม์ตดัจ าเพาะทกุชนิดของบริษัท New England Biolabs, UK 
32. 1 kb DNA ladder ของบริษัท Fermentas, USA 
33. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษัท New England Biolabs, UK 
34. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA 
35. Proteinase K ของบริษัท Sigma, USA Absolute alcohol ของบริษัท Merck, Germany 
36. Isopropanol ของบริษัท Merck, Germany 
37. Protease inhibitor ของบริษัท Sigma, USA 
38. Buffer A ส าหรับสกดัโปรตีน (วิธีเตรียมดภูาคผนวก ข) 
39. Buffer B ส าหรับสกดัโปรตีน (วิธีเตรียมดภูาคผนวก ข) 
40. Chloroform ของบริษัท Lab-scan, Thailand 
41. Acrylamide/Bisacrylamide 40% solution ของบริษัท Sigma, USA 
42. TEMED (N,N,N,N-Tetramethyethylenediamide) ของบริษัท Bio Basic inc, Canada 
43. Amonium persulfate ของบริษัท Bio Basic inc, Canada 
44. β-mercapto-ethanol ของบริษัท Sigma, USA 
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45. Dithiothreitol (DTT) ของบริษัท USB corporation, USA 
46. ECL western bloting ของบริษัท Amersham biosciences, UK 
47. Absolute methanol ของบริษัท Merck, Germany 
48. Tris buffer pH 8.8 (วิธีเตรียมในภาคผนวก ข) 
49. Tris buffer pH 6.8 (วิธีเตรียมในภาคผนวก ข) 
50. Prestain molecular weight marker ของบริษัท Fermentus, Canada 
51. Bromphenol blue ของบริษัท Sigma, USA 
52. น า้ยาล างฟ ล ม ของบริษัทเจเนเซ น, Thailand 
53. BCATM protein assay ของบริษัท PIERCE, USA 
54. DYKDDDDK Tag Antibody; catalog#2368 ของบริษัท Cell Signaling Technology Inc, 

USA  
55. Anti-Actin, clone C4; catalog MAB1501 ของบริษัท Cell Signaling Technology Inc, USA  
56. Donkey anti-rabbit IgG-HRP ของบริษัท Amersham biosciences, UK 
57. Sheep anti-Mouse Ig, (H+L) HRP conjugate ของบริษัท Cell Signaling Technology Inc, 

USA   
58. ชดุสกดัดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit ของบริษัท Qiagen, Germany 
59. ชดุไลเกชนัคิด  Rapid DNA Ligation Kit ของบริษัท Fermentas, USA 
60. ชดุสกดัอาร์เอ็นเอ MasterPureTM Yeast RNA Purification Kit ของบริษัท EPICENTRE, USA 
61. ชดุสกดัพลาสมิด QIAprep Spin Miniprep Kit ของบริษัท Qiagen, Germany 
62. pGEM®-T Easy Vector ของบริษัท Promega, USA 
63. Gateway® LR Clonase® II Enzyme Mix ของบริษัท Life Technologies Corporation, USA 
64. พลาสมิด pUG72 และ pSH63 ของบริษัท EUROSCARF, Germany  
65. พลาสมิด pAG414GPD-ccdB-HA และ pAG414GAL-ccdB-HA ของบริษัท Addgene, USA 
66. พลาสมิด pENTR™3C Dual Selection ของบริษัท Invitrogen, USA 
 
หมายเหต ุ สารเคมีท่ีใช้ในการทดลองทกุชนิดเป็นเกรดเพ่ือการวิเคราะห์ (Analytical grade) 
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3.3 ยีสต์ 
 รายละเอียดของยีสต์ท่ีใช้ในการทดลองได้แสดงในตารางท่ี 3.1  
 
ตารางท่ี 3.1 สายพันธ์ุยีสต์ที่ใช้ในงานวิจัยนี ้  

สายพันธ์ุ
ยีสต์ 

จีโนไทป์ เอกสารอ้างอิง/
แหล่งท่ีมา 

BP-9 MATα ade2-1 can1-100 his3-11,15 trp1-1 

ura3-1 leu2::loxP 

สร้างในงานวิจยันี ้
(ดดัแปลงตอ่จากสายพนัธุ์ 

W303-1B)  
BP-12 MATα ade2-1 can1-100 his3-11,15 trp1-1 

ura3-1 leu2::loxP nce103::loxP-URA3-
loxP 

สร้างในงานวิจยันี ้
ดดัแปลงตอ่จาก BP-9 

BP-15 MATα ade2-1 can1-100 his3-11,15 trp1-1 

ura3-1 leu2::loxP nce103::loxP 

สร้างในงานวิจยันี ้
ดดัแปลงตอ่จาก BP-12 

BP-13 MATα ade2-1 can1-100 his3-11,15 trp1-1 

ura3-1 leu2::loxP pdr5::loxP-URA3-loxP 

สร้างในงานวิจยันี ้
ดดัแปลงตอ่จาก BP-9 

BP-14 MATα ade2-1 can1-100 his3-11,15 trp1-1 

ura3-1 leu2::loxP pdr5::loxP 

สร้างในงานวิจยันี ้
ดดัแปลงตอ่จาก BP-13 

BP-17 MATα ade2-1 can1-100 his3-11,15 trp1-1 

ura3-1 leu2::loxP pdr5::loxP 

nce103::loxP 

สร้างในงานวิจยันี ้ 
ดดัแปลงตอ่จาก BP-14 

W303-1B 
 

MATα ade2-1 his3-11,15 leu23,112 trp1-1 
ura3-1 can1-100 

ได้รับมาจาก Professor 
Tokichi Miyakawa, 

Hiroshima University 
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3.4 พลาสมิดและโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ 
พลาสมิดและโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการทดลองแสดงในตารางท่ี 3.2 และ 3.3 

ตามล าดบั 
 

ตารางท่ี 3.2 พลาสมิดที่ใช้ในงานวิจัยนี ้
พลาสมิด จีโนไทป์ หมายเหตุ 

pYES2 AmpR  URA3 บริษัท Invitrogen, USA 
pUG72 AmpR  URA3 บริษัท EUROSCARF, Germany 
pSH63 AmpR  TRP1 บริษัท EUROSCARF, Germany 
pGEM T-Easy AmpR  lacZ บริษัท Promega, USA 

pENTR™3C Dual Selection KanR  CmR ccdB บริษัท Invitrogen, USA 

pAG414GPD-ccdB-HA AmpR  TRP1 บริษัท Addgene, USA 
pAG414GAL-ccdB-HA AmpR  TRP1 บริษัท Addgene, USA  

pUC57 AmpR  lacZ บริษัท GenScript, USA  
 

ตารางท่ี 3.3 โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ที่ใช้ในงานวิจัยนี ้

ไพร์เมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ หมายเหตุ 

nce103 Fwd:5’-actacagctaagactacaaattt 
caattattacacatcagacagctgaagct 
tcgtacgc-3’ 
Rev:5’-ccccgtctactttgtaaatgtctttc 
tatttcaatgaataataggccactagtggat 
ctg-3’ 

 
ออกแบบในงานวิจยันี ้

(amplify gene) 

pdr5 
 
 
 
 
 

Fwd:5’-atagtacacaacatttatcacttc 
acacaatcaggagtggacagctgaagc 
ttcgtacgc-3’ 
Rev:5’-cggaattctttcggacattgaact 
Ttgatttatcagaggcataggccactagtg 
gatctg-3’ 

ออกแบบในงานวิจยันี ้
(amplify gene) 
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ไพร์เมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ หมายเหตุ 
nce103_F1 Fwd:5’-gtcaccatgacgcttatcaagcc-3’ ออกแบบในงานวิจยันี ้

(confirm disruption) 
nce103_R1 Rev:5’-atcgggcgtttaccgtatcgc-3’ ออกแบบในงานวิจยันี ้

(confirm disruption) 
nce103_F2 Fwd:5’-ctacacctggggtcatgattagcc-3’ ออกแบบในงานวิจยันี ้

(confirm disruption) 
nce103_R2 Rev:5’-gacatttgctggatcacagaccg-3’ ออกแบบในงานวิจยันี ้

(confirm disruption) 
pdr5_F1 Fwd:5’-gaaagcagcacctcgttggc-3’ ออกแบบในงานวิจยันี ้

(confirm disruption) 
pdr5_R1 Rev:5’-atcgggcgtttaccgtatcgc-3’ ออกแบบในงานวิจยันี ้

(confirm disruption) 
pdr5_F2 Fwd:5’-ctacacctggggtcatgattagcc-3’ ออกแบบในงานวิจยันี ้

(confirm disruption) 
pdr5_R2 Rev:5’-gccgtatatgagaagacggttcgc-3’ ออกแบบในงานวิจยันี ้

(confirm disruption) 
NCE103_F Fwd:5’-cgggatccaccaccatgagcgctaccgaatcttcat 

ctatattc-3’ 
ออกแบบในงานวิจยันี ้

(amplify gene) 
NCE103_R Rev:5’-ccgctcgagcgctatttatcatcatcatctttgtaatcttt 

tggggtaacttttgtg-3’ 
ออกแบบในงานวิจยันี ้

(amplify gene) 
pfCA_F 
(418) 

Fwd:5’-cgggatccgccaccatgcttgaaatgatagataaat 
ataataccc-3’ 

ออกแบบในงานวิจยันี ้
(amplify gene) 

pfCA_R 
(418) 

Rev:5’-ccgctcgagcgttatttatcatcatcatctttgtaatcttta 
ttacctgagccgacg-3’ 

ออกแบบในงานวิจยันี ้
(amplify gene) 

pfCA_F 
(235) 

Fwd:5’-cgggatccaccaccatgaaagatttaaaggagag 
ag-3’ 

ออกแบบในงานวิจยันี ้
(amplify gene) 
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ไพร์เมอร์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ หมายเหตุ 

pfCA_R 
(235) 

Rev:5’-ccgctcgagcgttatttatcatcatcatctttgtaatcttt 
attacctgagccgacg-3’ 

ออกแบบในงานวิจยันี ้
(amplify gene) 

hCAII_F 

 

Fwd:5’-ggggtaccaccaccatgtcccatcactggg-3’ 
 

ออกแบบในงานวิจยันี ้
(amplify gene) 

hCAII_R Rev:5’-ccgctcgagcgttatttatcatcatcatctttgtaatctttg 
aaggaagctttgatttgc-3’ 

ออกแบบในงานวิจยันี ้
(amplify gene) 

c-pfCA_F 
 

Fwd:5’-cgggatccaccaccatgaaagatttaaaggaga 
gag-3’ 

ออกแบบในงานวิจยันี ้
(RT-PCR) 

c-pfCA_R 
 

Rev:5’-ccgctcgagcgttatttattacctgagccg-3’ 
 

ออกแบบในงานวิจยันี ้
(RT-PCR) 

c-Opt 
pfCA1_F 

Fwd:5’-atgaaagacttgaaggaaagag-3’ 
 

ออกแบบในงานวิจยันี ้
(RT-PCR) 

c-Opt 
pfCA1_R 

Rev:5’-cttgttaccactacctacg-3’ 
 

ออกแบบในงานวิจยันี ้
(RT-PCR) 

c-Opt 
pfCA2_F 

Fwd:5’-atgaaggatttgaaagaaagag-3’ 
 

ออกแบบในงานวิจยันี ้
(RT-PCR) 

c-Opt 
pfCA2_R 

Rev:5’-tttgttaccagaaccaacatg-3’ 
 

ออกแบบในงานวิจยันี ้
(RT-PCR) 

c-NCE_F 
 

Fwd:5’-cgggatccaccaccatgagcgctaccgaatcttcat 
ctatattc-3’ 

ออกแบบในงานวิจยันี ้
(RT-PCR) 

c-NCE_R 
 

Rev:5’-ccgctcgagcgctatttatcatcatcatctttgtaatctt 
ttggggtaacttttgtg-3’ 

ออกแบบในงานวิจยันี ้
(RT-PCR) 

c-hCAII_F Fwd:5’-ggggtaccaccaccatgtcccatcactggg-3’ ออกแบบในงานวิจยันี ้
(RT-PCR) 

c-hCAII_R Rev:5’-ccgctcgagcgttatttatcatcatcatctttgtaatct 
ttgaaggaagctttgatttgc-3’ 

ออกแบบในงานวิจยันี ้
(RT-PCR) 
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3.5 แอนตบิอดีที่ใช้ในการท าเวสเทร์ินบลอต 
แอนตบิอดีท่ีใช้ในการท าเวสเทิร์นบลอตท่ีใช้ในการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 3.4 

 
ตารางท่ี 3.4 แสดงแอนติบอดีที่ใช้ในการท าเวสเทร์ินบลอต 

แอนตเิจน อัตราส่วนแอนตบิอดีปฐมภูมิต่อ 
Blocking solution 

อัตราส่วนแอนตบิอดีทุตยิภูมิต่อ 
Blocking solution 

DYKDDDDK 
Tag 

Rabbit anti-Flag 1:1,000 Donkey anti-rabbit IgG-HRP 
1:4,000 

Actin Mouse anti-actin 1:4,000 Sheep anti-Mouse Ig-HRP 
1:10,000  

  
 
3.6 การกลายพันธ์ุยีสต์ S. cerevisiae โดยการท าลายยีน NCE103 โดยแทนที่ด้วยยีน 
URA3 
 

3.6.1 เพิ่มปริมาณดีเอ็นของยีน loxP-URA3-loxP โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction, PCR) 
 

ท าการท าลายยีน NCE103 โดยใช้ชิน้ส่วน loxP-URA3-loxP เข้าไปแทนท่ียีน 
NCE103 (Carbonic anhydrase-like enzyme) ในโครโมโซมของยีสต์ โดยออกแบบไพร์เมอร์ซึ่ง
ใช้ pUG72 (Euroscarf, Germany ดงัภาพท่ี 3.1) เป็นดีเอ็นเอต้นแบบโดยฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ 
(ตารางท่ี 3.3) ประกอบด้วย 41 เบส (ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี 559774 - 559815) ของบริเวณด้าน
ปลาย 5’ ของยีน NCE103 เช่ือมต่อกับ 19 เบสของ loxP ซึ่งจ าเพาะกับยีน loxP-URA3-loxP 
ของพลาสมิด pUG72 และรีเวิร์สไพรเมอร์ (ตารางท่ี 3.3) ประกอบด้วย 40 เบส (ต าแหน่งนิวคลีโอ
ไทด์ท่ี 560480 - 560520) ของบริเวณด้านปลาย 3’ ของยีน NCE103 เช่ือมตอ่กบั 20 เบสของ 
loxP ซึ่งจ าเพาะกบัยีน loxP-URA3-loxP ของพลาสมิด pUG72 ไพร์เมอร์ทัง้สองจะใช้ในการเพิ่ม
จ านวนยีน loxP-URA3-loxP ดงันัน้ ผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการท า PCR จะมีลกัษณะเป็นดงัภาพท่ี 
3.2  
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ภาพที่  3.1 แผนที่พลาสมิด pUG72 ซึ่ งใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ (Euroscarf, 

Germany) 
 

 
ภาพที่ 3.2 ผลิตภัณฑ์ PCR จากการที่ใช้ pUG72 เป็นดีเอ็นเอต้นแบบและมีฟอร์

เวิร์ดกับรีเวิร์สไพร์เมอร์ (nce103) ที่จ าเพาะต่อบริเวณด้าน 5’ และ 3’ ของยีน NCE103 
ตามล าดับ 
 

 
ภาพที่  3.3 การออกแบบโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพร์เมอร์ส าหรับการท าลายยีน 

NCE103 
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ด าเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้พลาสมิด pUG72 (ภาพท่ี 3.1) เป็น
ต้นแบบในปฏิกิริยาโดยใช้โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์  (ตารางท่ี 3.3) ดังกล่าวข้างต้น ซึ่งมี
สว่นผสมของปฏิกิริยาดงัตารางท่ี 3.5  

 
ตารางท่ี 3.5 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร 
(ไมโครลิตร) 

ความเข้มข้น
สุดท้าย 

10X Buffer  10 เทา่ 2.5  1 เทา่ 
dNPT mix 10 มิลลิโมลาร์ 0.5  200 ไมโครโมลาร์ 
Forward primer 10 ไมโครโมลาร์ 1.25  0.5 ไมโครโมลาร์ 
Reverse primer 10 ไมโครโมลาร์ 1.25  0.5 ไมโครโมลาร์ 
Deepvent DNA polymerase 2 ยนูิต/ไมโครลิตร 0.5  1 ยนูิต 
น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ - 17  - 
DNA template - 2  10-25 นาโนกรัม 
ปริมาตรสทุธิ - 25  - 
 

โดยใช้สภาวะของปฏิกริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสดงันี ้95 องศาเซลเซียส 5 นาที ; 95 
องศาเซลเซียส 30 วินาที, 65 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 72 องศาเซลเซียส 1.45 นาที, 35 รอบ; 72 
องศาเซลเซียส 10 นาที เก็บผลิตภณัฑ์ลกูโซพ่อลิเมอเรสท่ี 4 องศาเซลเซียส 

 
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทร

โฟเรซิส ซึง่ท าโดยเตรียมอะกาโรสเข้มข้นร้อยละ 1.0 หลอมในบฟัเฟอร์ 1XTAE เทลงในแบบพิมพ์ท่ี
มีหวีเสียบอยู ่ ระวงัอยา่ให้มีฟองอากาศ ปลอ่ยให้อะกาโรสเจลแข็งตวัประมาณ 30 นาที วางชิน้อะ
กาโรสเจลท่ีได้ลงในแชมเบอร์  เทบฟัเฟอร์ 1XTAE ให้ท่วมสูงกว่าอะกาโรสเจลเล็กน้อย ผสม
สารละลายดีเอ็นเอกบัสีติดตามให้ความเข้มข้นของสีเป็น 1 เท่า หยอดดีเอ็นเอของตวัอย่างหรือ
หยอดดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder ลงในช่องวิ่ง จากนัน้ท าอีเลคโทรโฟเรซิสโดยใช้ชดุท า
อีเลคโทรโฟเรซิส Mupid (Advance, Japan) ตัง้คา่ความตา่งศกัย์ท่ี 100 โวลต์ ทิง้ไว้จนกระทัง่สี
น า้เงินของบรอมฟีนอลบลูเคล่ือนท่ีลงมาจนเกือบสุดขอบอะกาโรสเจลอีกด้าน ย้อมอะกาโรสเจล
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ด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรเป็นเวลา 5-10 นาที ตรวจดแูถบดี
เอ็นเอด้วย Gel Documentation โปรแกรม Quantity One version 4.4.1 (Bio-Rad, USA) 

 
3.6.2 ท าผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอเรสให้บริสุทธ์ิด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป 
  

สกดัผลิตภณัฑ์จากอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ด้วยชุดสกดัชิน้ส่วนดีเอ็นเอออก
จากเจล QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีของบริษัทผู้ผลิต โดยตดั
ชิน้อะกาโรสเจลท่ีมีดีเอ็นเอขนาดท่ีต้องการ  จากนัน้เติมบัฟเฟอร์ QG ปริมาตร 3 เท่าของ
น า้หนกัอะกาโรสเจล (น า้หนกัอะกาโรสเจล 100 มิลลิกรัม มีปริมาตรเท่ากับ 100 มิลลิลิตร) น าไป
บม่ท่ีอณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที หรือจนกระทัง่อะกาโรสเจลละลายจนหมด น า
ส่วนสารละลายสีเหลืองใส่ลงใน QIAquick spin column น าไปหมนุเหว่ียงด้วยความเร็ว 12,000 
รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที เทส่วนน า้ใสทิง้ เติมบฟัเฟอร์ QG ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร ลงในคอลมัน์ น าไปหมนุเหว่ียงด้วยความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที ท่ี
อณุหภูมิห้อง เทส่วนน า้ใสทิง้ เติมบฟัเฟอร์ PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ลงในคอลมัน์ น าไปหมนุ
เหว่ียงด้วยความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง เทส่วนน า้ใสทิง้ก่อนท่ีจะ
หมุนเหว่ียงซ า้อีกครัง้เพ่ือก าจดัส่วนน า้ใสท่ีเหลือติดคอลัมน์ ย้ายคอลมัน์มายงัหลอดไมโครฟิวจ์
ใหม่ เติมน า้ปลอดประจปุลอดเชือ้หรือบฟัเฟอร์ EB ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร ให้ลงตรงแผ่น
กรอง  ตัง้ทิง้ไว้ 1 นาที น าไปหมุนเหว่ียงด้วยความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที ท่ี
อณุหภมูิห้อง จะได้สารละลายดีเอ็นเอยูใ่นสว่นน า้ใส 
 

3.6.3 ท าไลเกชันดีเอ็นเอเป้าหมายเข้าโคลนน่ิงเวคเตอร์ 
 

น าชิน้ส่วนดีเอ็นเอ loxP-URA3-loxP ท่ีผ่านการท าให้บริสทุธ์ิด้วยชดุ Kit แล้วมา
เติม dATP ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.6 จากนัน้ท าการไลเกชนัเข้าสู่ pGEM T-
Easy เวคเตอร์ (ภาพท่ี 3.4) ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.7 บม่ท่ีอณุหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ข้ามคืน 
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ภาพท่ี 3.4 แผนที่พลาสมิด pGEM T-Easy โคลนน่ิงเวคเตอร์ (Promega, USA) 

 
ตารางท่ี 3.6 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาเตมิ dATP ส าหรับก่อนไลเกชัน 

 
ตารางท่ี 3.7 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาไลเกชันเข้าโคลนน่ิงเวคเตอร์ 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร (µl ) 

Taq DNA polymerase 5 ยนูิต/ไมโครลิตร 0.5 
dATP 2 มิลลิโมลาร์ 1 
10x buffer  10 เทา่ 1 
ชิน้สว่นดีเอ็นเอ loxP-URA3-loxP - 7.5 

ปริมาตรสุทธิ - 10 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร ( µl ) 

pGEM T-Easy เวคเตอร์  50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 1 

T4 DNA ligase  3 เวสยนูิต/ไมโครลิตร 1 

2X Rapid Ligation Buffer  2 เทา่ 5 

ชิน้สว่นดีเอ็นเอ loxP-URA3-loxP ท่ี
เตมิ dATP 

- 3 

ปริมาตรสุทธิ - 10 
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เตรียมคอมพีเทนต์เซลล์ส าหรับการทรานฟอร์มพลาสมิดท่ีได้เข้าสู่ Escherichia 

coli สายพนัธุ์ DH5 (F– Φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 
(rK–, mK+) phoA supE44 λ– thi-1 gyrA96 relA1, Invitrogen USA) (Sambrook และ Russell  
2001) โดยน าแบคทีเรียดงักล่าวเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว LB (Luria-Bertani) (ภาคผนวก ก) 
37 องศาเซลเซียส ข้ามคืน จากนัน้น าเชือ้ลงในอาหารเหลว LB อีกครัง้จนได้คา่การดดูกลืนแสงท่ี 
600 นาโนเมตรอยู่ในช่วง 0.4-0.6 น าหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ไปหมุนเหว่ียงด้วยความเร็ว 3,000 
รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ล้างเซลล์ด้วยน า้กลัน่ปลอดเชือ้ แล้วน า
หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ไปหมุนเหว่ียงด้วยความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ท่ี
อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้กระจายเซลล์ด้วย 625 ไมโครลิตรของ CaCl2 100 มิลลิโมลาร์ 
แช่ในน า้แข็งนาน 30 นาที แล้วน าเชือ้ไปหมนุเหว่ียงด้วยความเร็ว 3,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 
นาที ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส กระจายเซลล์ด้วย 100 ไมโครลิตรของ CaCl2 100 มิลลิโมลาร์ท่ี
ผสมอยูใ่นกลีเซอรอล 15% เก็บท่ีอณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส จนกวา่จะน ามาใช้  

น าหลอดไมโครทิวป์ท่ีบรรจคุอมพีเทนต์เซลล์ท่ีเตรียมแล้วแช่ในน า้แข็ง จากนัน้น า
พลาสมิดท่ีได้ 10-50 นาโนกรัม ดดูใส่ในหลอดไมโครทิวป์ท่ีมีคอมพีเทนต์เซลล์ แช่ในน า้แข็งนาน 
30 นาที จากนัน้น าหลอดไมโครทิวป์ท่ีบรรจคุอมพีเทนต์เซลล์ท่ีมีพลาสมิดบม่ท่ี 42 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 90 วินาที แล้วรีบน ามาแช่ในน า้แข็งทันทีนาน 2 นาที ดูดอาหารเลีย้งเชือ้เหลว SOC 
(Super Optimal broth with Catabolite repression) (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ใส่
ลงในหลอดไมโครทิวป์ท่ีบรรจคุอมพีเทนต์เซลล์ท่ีผ่านการท าฮีทช๊อคแล้ว บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 
นาน 45 นาที จากนัน้น าหลอดไมโครทิวป์ดงักล่าวไปหมนุเหว่ียงด้วยความเร็ว 3,000 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 2 นาที ดดูอาหารเหลวออก 700 ไมโครลิตร แล้วน าเซลล์ท่ีเหลือในหลอดไมโครทิวป์ไป

เกล่ียบนอาหารแข็ง LB ท่ีมี IPTG (Isopropyl--D-thio-galactoside), X-Gal (5-bromo-4-

chloro-indolyl--D-galactopyranoside) และสารปฏิชีวนะ Ampicillin (ภาคผนวก ข) บ่มท่ี 37 
องศาเซลเซียส นานข้ามคืน คดัเลือกโคโลนีสีขาวท่ีขึน้ ถ้าเป็นโคโลนีสีฟ้าหรือน า้เงินแสดงว่าไม่มี
ชิน้สว่นดีเอ็นเอท่ีต้องการ  

 
3.6.4 ท ารีคอมบิแนนท์พลาสมิดให้บริสุทธ์ิด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป 
 

สกดัพลาสมิดจาก E. coli และท าให้บริสทุธ์ิด้วยชดุสกดัพลาสมิด PureLink™ 
Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, USA) ตามวิธีของบริษัทผู้ผลิต น าโคโลนีท่ีมีสีขาวมา
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เลีย้งในอาหารเหลว LB บม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน ดดูเชือ้ในอาหารเหลวปริมาตร 1.5 
มิลลิลิตร ใส่ในไมโครทิวป์ น าไปหมนุเหว่ียงด้วยความเร็ว 3,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็น
เวลา 5 นาที เทสว่นอาหารเหลวทิง้ ท าซ า้อีกรอบ จากนัน้เติม Resuspension บฟัเฟอร์ (R3) ท่ีเติม 
RNase A เรียบร้อยแล้ว ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ใช้ปิเปตต์ดดูขึน้ลงให้เซลล์กระจาย เติม Lysis 
บัฟเฟอร์ (L7) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยพลิกหลอดไปมา 5 ครัง้ บ่มท่ี
อณุหภูมิห้อง 5 นาที จากนัน้เติม Precipitation บฟัเฟอร์ (N4) ปริมาตร 350 ไมโครลิตร พลิก
หลอดไปมาจนเข้ากนัดี น าไปหมนุเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็น
เวลา 10 นาที หลงัจากนัน้น าส่วนใสท่ีได้ดดูใส่ในสปินคอลมัน์ท่ีมีวอชทิวป์รองรับของเหลว น าไป
หมนุเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวในวอช
ทิวป์ออกแล้วน ากลบัไปใส่ใหม่ เติม Wash บฟัเฟอร์ (W10) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บ่มท่ี
อณุหภมูิห้อง 1 นาที น าไปหมนุเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 
1 นาที เทของเหลวในวอชทิวป์ออก เติม Wash บฟัเฟอร์ (W9) ท่ีเติมเอทานอลแล้ว ปริมาตร 700 
ไมโครลิตร น าไปหมนุเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที เท
ของเหลวในวอชทิวป์ออก แล้วน าไปหมนุเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภูมิห้อง 
เป็นเวลาอีก 1 นาที เพ่ือก าจดั Wash บฟัเฟอร์ท่ีหลงเหลืออยู่ออกให้หมด น าสปินคอลมัน์ไปใส่ใน
ไมโครทิวป์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม TE บฟัเฟอร์ ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ลงในส่วนกลางของสปิน
คอลัมน์ บ่มท่ีอุณหภูมิห้อง 1 นาที น าไปหมุนเหว่ียงด้วยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ท่ี
อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 2 นาที เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส  

 
3.6.5 ตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโดยการตัดด้วยเอนไซม์

ตัดจ าเพาะ  
 

น า pGEM T-Easy/loxP-URA3-loxP มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoR I ซึ่งมี
ส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.8 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2  ชั่วโมง 
หยดุยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดี
เอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.1 น าพลาสมิดท่ีได้ไป
ตรวจสอบความถูกต้องของล าดบัเบสโดยบริษัท First Base, Singapore จากนัน้สกัดชิน้ส่วน 
loxP-URA3-loxP จากอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ด้วยชดุสกดัชิน้ส่วนดีเอ็นเอออกจากเจล  ตาม
วิธีท่ีกลา่วไว้ในข้อ 3.6.2      
 



 
 
34 

ตารางที่ 3.8 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาตัดจ าเพาะของเวคเตอร์ pGEM T-
Easy/loxP-URA3-loxP  

 
3.6.6 ทรานสฟอร์มชิน้ส่วน loxP-URA3-loxP จากข้อ 3.6.5 เข้าสู่เซลล์ยีสต์สาย

พันธ์ุ BP-9 และการสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากยีสต์ทรานสฟอร์แมนท์   
 

น าชิน้ส่วน loxP-URA3-loxP จากข้อ 3.6.5 มาชักน าเข้าสู่ยีสต์สายพันธุ์  BP-9 

(ตารางท่ี 3.1) ด้วยวิธี Lithium acetate (LiAc) (Gietz และคณะ, 1995) โดยเข่ียโคโลนีเด่ียวของ
ยีสต์ BP-9 ลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว YPAUD (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วน าไปเขย่า
ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสข้ามคืน (16-20 ชัว่โมง) จากนัน้ถ่ายเชือ้ใส่อาหารเลีย้งเชือ้เหลว 
YPAUD 50 มิลลิลิตร ให้มีความเข้มข้นเซลล์แขวนลอยเป็น 5 x 106 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร แล้วน าไป
เขย่าท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 3-5 ชั่วโมง จนกระทั่งมีความเข้มข้นของเซลล์
แขวนลอยเป็น 2 x 107 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร แล้วถ่ายเชือ้ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดเซนทริ
ฟิวจ์ น าไปหมนุเหว่ียงเพ่ือแยกเซลล์ท่ีความเร็ว 7,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนน า้ใส
ทิง้และละลายตะกอนเซลล์ด้วยน า้กลัน่ปลอดเชือ้ และหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 7,000 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 5 นาทีอีกครัง้เพ่ือแยกเซลล์ เทส่วนน า้ใสทิง้ จากนัน้เติม 0.1 โมลาร์ LiAc ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร และถ่ายใส่หลอดไมโครฟิวจ์ น าไปหมนุเหว่ียงเพ่ือแยกเซลล์ท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่
นาที เป็นเวลา 5 วินาที ดดูสว่นใสออกและละลายตะกอนเซลล์ด้วย LiAc ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ระหว่างท่ีป่ันแยกเซลล์ให้บ่ม carrier DNA (ภาคผนวก ข) ในน า้เดือด
เป็นเวลา 5 นาทีและท าให้เย็นอย่างรวดเร็วโดยการแช่ในน า้แข็งทนัที ถ่ายเซลล์แขวนลอยท่ีเตรียม
ไว้ใสห่ลอดไมโคฟิวจ์หลอดละ 50 ไมโครลิตร หมนุเหว่ียงเพ่ือแยกตะกอนเซลล์ และละลายตะกอน
เซลล์ท่ีได้โดยการเติมร้อยละ 50 ของ PEG (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 240 ไมโครลิตร, LiAc เข้มข้น 
1 โมลาร์ ปริมาตร 36 ไมโครลิตร, carrier DNA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 25 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 
น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 28.5 - 
10X NEBuffer EcoR I 5 1 เทา่ 
pGEM T-Easy/loxP-URA3-loxP   16 8 ไมโครกรัม 
EcoR I  0.5 10 ยนูิต 

ปริมาตรสุทธิ 50 - 
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ไมโครลิตรและดีเอ็นเอท่ีต้องการชักน าเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านปริมาณ 5 ไมโครกรัม ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ตามล าดบัผสมเข้ากนัด้วยเคร่ืองเขยา่ผสม จากนัน้บม่ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 30 นาที และ ฮีทช๊อคท่ีอณุหภมูิ 42 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาทีตามล าดบั น ามาป่ันเพ่ือ
แยกตะกอนเซลล์ท่ีความเร็ว 6,500 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 วินาที แล้วดดูส่วนน า้ใสออก ละลาย
ตะกอนเซลล์ท่ีได้ด้วยน า้กลัน่ปลอดเชือ้ปริมาตร 150 ไมโครลิตร และน าเซลล์มาเกล่ียในอาหาร 
synthetic complete (SC) medium ท่ีขาดยรูาซิล (SC-Ura) (ภาคผนวก ก) (Amberg และคณะ, 
2005) เพ่ือคัดเลือกเซลล์เจ้าบ้านท่ีได้รับยีน loxP-URA3-loxP จากนัน้บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ภายใต้สภาวะท่ีไมมี่ออกซิเจนและมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 20 เป็นเวลา 3-4 วนั 
ซึ่งยีสต์ทรานสฟอร์แมนท์ท่ีได้จะน าไปเก็บรักษาไว้ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ยืนยนัผลการ
ท าลายยีนด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์ 2 คู ่ซึ่งไพรเมอร์คูแ่รกออกแบบฟอร์
เวิร์ดไพรเมอร์ nce103_F1 ท่ีจ าเพาะตอ่ upstream regulatory region ของยีน NCE103 และรีเวิร์
สไพรเมอร์ nce103_R1 ท่ีจ าเพาะตอ่ยีน URA3 (ตารางท่ี 3.3) ส่วนไพร์เมอร์คูท่ี่สองออกแบบฟอร์
เวิร์ดไพรเมอร์ nce103_F2 ท่ีจ าเพาะตอ่ยีน URA3 และรีเวิร์สไพรเมอร์ nce103_R2 ท่ีจ าเพาะตอ่ 
downstream regulatory region ของยีน NCE103 (ตารางท่ี 3.3) ดงัภาพท่ี 3.5 โดยใช้โครโมโซม
อลดีเอ็นเอของทรานสฟอร์แมนท์ท่ีได้เป็นดีเอ็นเอแมแ่บบ และใช้โครโมโซมอลดีเอ็นเอของยีสต์สาย
พนัธุ์ BP-9 เป็นชดุควบคมุผลลบตามล าดบั  
 

 
ภาพที่ 3.5 ต าแหน่งของคู่ไพรเมอร์และขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR ที่คาดว่าจะได้

ส าหรับการยืนยันผลการท าลายยีน NCE103 ที่จับบนโครโมโซมของยีสต์ 
 

การสกดัโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากทรานสฟอร์แมนท์ท่ีได้และยีสต์สายพนัธุ์ BP-9  
เร่ิมจากขัน้แรกเลีย้งยีสต์ดงักล่าวในอาหารแข็ง YPAUD บม่เป็นเวลา 2-3 วนั ท่ีอณุหภูมิ 30 องศา 
เซลเซียส น าโคโลนีเดี่ยวท่ีได้ไปเลีย้งตอ่ในอาหารเหลวชนิดเดียวกนัข้ามคืน จากนัน้น าเซลล์ยีสต์ท่ี
ได้ไปป่ันเหว่ียงตกตะกอนเซลล์ 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที น าของเหลวทิง้แล้วล้างเซลล์
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ด้วยน า้กลัน่แล้วป่ันเหว่ียงตกตะกอนเซลล์ 8,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที เทของเหลวทิง้แล้ว
ใส ่Extraction บฟัเฟอร์ จากนัน้น าเม็ดบีด 0.3 กรัม ใสล่งในไมโครทิวป์เป็นอย่างสดุท้าย น าไปวอร์
เท็กเพ่ือท าให้เซลล์แตกเป็นเวลา 3 นาที แล้วป่ันเหว่ียงตกตะกอนเซลล์ 8,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 5 นาที น าส่วนใสท่ีได้ไปใส่หลอดไมโครทิวป์หลอดใหม่ จากนัน้น า1X TE บฟัเฟอร์และ
สารละลายฟีนอล คลอโรฟอร์ม ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ อตัราส่วน 25 :24:1 ใส่ลงในหลอดให้ได้
อตัราส่วน 1:1 ผสมสารละลายให้เข้ากนัโดยพลิกหลอดไปมาแล้วป่ันเหว่ียง 13,000 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 10 นาที ดดูสารละลายชัน้บนใส่ในหลอดใหม่แล้วเติมสารละลายเดิมอีกครัง้ พลิกหลอด
ไปมาแล้วป่ันเหว่ียง 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดดูสารละลายชัน้บนใส่ในหลอดใหม่
แล้วเติมแอลกอฮอล์ร้อยละ 100 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนัน้ป่ันเหว่ียง 13,000 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 15 นาที เทของเหลวทิง้แล้วใส่ 1X TE บฟัเฟอร์ กบั RNase A บม่ 37 องศา เซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที แล้วหยดุปฏิกิริยาโดยบม่ท่ีอณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ตอ่จากนัน้
น าโซเดียมอะซิเตท 3 โมลาร์ และแอลกอฮอล์ร้อยละ 100 ใส่ลงไปเพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ แช่เย็นท่ี
อณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนัน้ป่ันเหว่ียง 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 
15 นาที เทส่วนใสทิง้จะเห็นตะกอนดีเอ็นเออยู่ด้านล่างซึ่ งมีสีขาวขุ่น ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย
แอลกอฮอล์ร้อยละ 70 แล้วป่ันเหว่ียง 13,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที เทของเหลวทิง้แล้ว
น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส จนกระทัง่ตะกอนดีเอ็นเอแห้ง (สีขาวขุ่นเปล่ียนเป็นใสไม่มีสี) แล้ว
ละลายดีเอ็นเอด้วย 1X TE บฟัเฟอร์ เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียสจนกว่าน าไปใช้ จากนัน้ด าเนิน
ปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสตามวิธีท่ีได้กล่าวในข้อ 3.6.1 แตใ่ห้ใช้ Taq DNA polymerase แทน 
และตรวจสอบผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสตามวิธีท่ี
กลา่วไว้ในข้อ 3.6.1           
 

3.6.7 การก าจัดยีน URA3 ที่ เป็นยีนมาร์คเกอร์ซึ่งใช้ในการท าลายยีน NCE103 
ออกจากโครโมโซมของยีสต์  

 
เพ่ือน ายีนมาร์คเกอร์ URA3 กลบัมาใช้ใหม่จึงต้องมีการก าจดัยีนมาร์คเกอร์ซึ่งใช้

ในการท าลายยีน NCE103 โดยอาศยัเทคนิค Cre/loxP system (Gueldener และคณะ, 2002) 
โดยการน าพลาสมิด pSH63 (Euroscarf, Germany ดงัภาพท่ี 3.6 ท่ีมีการแสดงออกของยีน Cre 
recombinase ภายใต้การควบคมุของ GAL1 promoter และมีทริปโตเฟนเป็นมาร์คเกอร์) เข้าสู่
ยีสต์กลายพนัธุ์ BP-12 (ตารางท่ี 3.1) ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.6 แต่ใช้ดีเอ็นเอปริมาณ 1 
ไมโครกรัมแทน โดยผู้วิจยัต้องการท าการก าจดัยีน URA3 ซ่ึงถกูขนาบด้วย loxP ซึ่งเม่ือน าพลาส-
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มิดเข้าสูยี่สต์กลายพนัธุ์แล้วจะสามารถเจริญได้บนอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีไม่เติมทริปโตเฟน จากนัน้น า
ยีสต์ท่ีได้ไปเลีย้งในอาหารเหลว YPGal (อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีกาแลคโตสเป็นแหล่งคาร์บอน) 
(ภาคผนวก ก) เป็นเวลา 2 ชัว่โมงภายใต้สภาวะไม่มีออกซิเจนและมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ร้อย
ละ 20 ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เม่ือเลีย้งจนครบเวลาท่ีต้องการแล้วน าสารละลายเซลล์ยีสต์ท่ี
ได้ไปเจือจางให้เหมาะสมและเกล่ียเซลล์ยีสต์ลงบนอาหารเลีย้งเชือ้ YPD (อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมี
กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ) บ่มเป็นเวลา 2-3 วัน ภายใต้สภาวะไม่มีออกซิเจนและมีก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 20 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส น าจานเพาะเชือ้ท่ีมีโคโลนีท่ี
เหมาะสมไปท าการ Replica ลงบนจานเพาะเชือ้ท่ีมีอาหารเลีย้งเชือ้ SC-Ura บม่เป็นเวลา 2-3 วนั 
ภายใต้สภาวะไม่มีออกซิเจนและมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 20 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส จากนัน้คดัเลือกโคโลนีจากจานเพาะเชือ้ต้นแบบ (master plate) ท่ีไม่เจริญใน SC-Ura 
และยืนยนัผลการก าจดัยีนโดยใช้วิธีการสกดัโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากยีสต์ ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 
3.6.6 และด าเนินปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ใน
ข้อ 3.6.1 จากนัน้ก าจดัพลาสมิด pSH63 ออกจากเซลล์ยีสต์โดยน าไปเลีย้งบนอาหารแข็ง 5-FAA 
(Toyn และคณะ, 2000) (ภาคผนวก ก) บม่เป็นเวลา 3-4 วนั ภายใต้สภาวะไม่มีออกซิเจนและมี
ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 20 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส น าโคโลนีท่ีได้ไปเลีย้งต่อใน 
synthetic complete medium ท่ีขาดทริปโตเฟน (SC-Trp) (ภาคผนวก ก) คดัเลือกโคโลนีจากจาน
เพาะเชือ้ต้นแบบท่ีไมเ่จริญใน SC-Trp         
 

 
ภาพท่ี 3.6 แผนที่พลาสมิด pSH63 (Euroscarf, Germany) 
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ภาพที่  3.7 ขัน้ตอนการท าลายยีนด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส และการ

ก าจัดยีนมาร์คเกอร์ URA3 เพื่อน ากลับมาใช้ใหม่ในงานวิจัยขัน้ต่อไป  
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3.7 การกลายพันธ์ุยีสต์ S. cerevisiae โดยการท าลายยีน PDR5 และ NCE103 เพื่อเพิ่ม
ความไวของสารยับยัง้ต่อยีสต์ 
 

3.7.1 เพิ่มปริมาณดีเอ็นของยีน loxP-URA3-loxP โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
และน าชิน้ส่วน loxP-URA3-loxP มาชักน าเข้าสู่ยีสต์สายพันธ์ุ BP-9  

 
ยีน PDR5 (Plasma membrane ATP-binding cassette (ABC) transporter, 

Pleiotropic Drug Resistance) เป็นยีนประมวลรหสัโปรตีนท่ีท าหน้าท่ีป๊ัมสารออกสู่ภายนอกเซลล์ 
หากยีสต์ขาดยีน PDR5 จะส่งผลให้ยีสต์นัน้ไม่สามารถขบัสารขนาดเล็กออกนอกเซลล์ได้ เซลล์

ยีสต์ pdr5 จึงมีความไวตอ่สารตา่งๆมากขึน้ ในการทดลองนีต้้องการท าลายยีน PDR5 โดยใช้
ชิน้ส่วน loxP-URA3-loxP เข้าไปแทนท่ียีน PDR5 ในโครโมโซมของยีสต์ โดยออกแบบไพร์เมอร์ซึ่ง
ใช้ pUG72 (ดงัภาพท่ี 3.1) เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ ฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ประกอบด้วย 41 เบสของ
บริเวณด้านปลาย 5’ ของยีน PDR5 เช่ือมตอ่กับ 19 เบสของ loxP ซึ่งจ าเพาะกบัยีน loxP-URA3-
loxP ของพลาสมิด pUG72 และรีเวิร์สไพรเมอร์ซึ่งประกอบด้วย 38 เบสของบริเวณด้านปลาย 3’ 
ของยีน PDR5 เช่ือมต่อกับ 20 เบสของ loxP ซึ่งจ าเพาะกับยีน loxP-URA3-loxP ของพลาสมิด 
pUG72 ไพร์เมอร์ทัง้สองใช้ส าหรับในการเพิ่มจ านวนยีน loxP-URA3-loxP ดงันัน้ ผลิตภณัฑ์ท่ีได้
จากการท า PCR จะมีลกัษณะคล้ายภาพท่ี 3.2 แตข่นาบข้างด้วยยีน PDR5 

ด าเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้พลาสมิด pUG72 เป็นต้นแบบใน

ปฏิกิริยา โดยใช้โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ (pdr5 ดงัตารางท่ี 3.3) ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยา
ดงัตารางท่ี 3.5 โดยใช้สภาวะของปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสดงันี ้95 องศาเซลเซียส 5 นาที ; 95 
องศาเซลเซียส 30 วินาที, 67 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 72 องศาเซลเซียส 1.45 นาที, 35 รอบ; 72 
องศาเซลเซียส 10 นาที เก็บผลิตภณัฑ์ลกูโซ่พอลิเมอเรสท่ี 4 องศาเซลเซียส ตรวจสอบผลิตภณัฑ์
จากปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสตามวิธีท่ีกลา่วไว้ในข้อ 3.6.1 

น าชิน้ส่วนดีเอ็นเอ loxP-URA3-loxP มาท าให้บริสทุธ์ิด้วยชดุสกดัชิน้ส่วนดีเอ็นเอ
ออกจากเจล ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.2 แล้วมาเติม dATP ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตาม
ตารางท่ี 3.6 จากนัน้ไลเกชันเข้าสู่ pGEM T-Easy เวคเตอร์ (ภาพท่ี 3.4) ซึ่งมีส่วนผสมของ
ปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.7 บม่ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน ทรานฟอร์มพลาสมิดท่ีได้เข้าสู ่

E. coli สายพนัธุ์ DH5 ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.3 จากนัน้สกดัพลาสมิดจาก E. coli และท า
ให้บริสทุธ์ิด้วยชดุสกดัพลาสมิด ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.4 และน า pGEM T-Easy/loxP-URA3-
loxP มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoR I ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.8 บ่มท่ี
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อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2  ชั่วโมง หยุดยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ตาม
วิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.1 จากนัน้สกดัชิน้ส่วน loxP-URA3-loxP จากอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
ด้วยชดุสกดัชิน้สว่นดีเอ็นเอออกจากเจล ตามวิธีท่ีกลา่วไว้ในข้อ 3.6.2 

น าชิน้ส่วน loxP-URA3-loxP มาทรานฟอร์มเข้าสู่ยีสต์สายพันธุ์  BP-9 ด้วยวิธี 
Lithium acetate (LiAc) ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.6 และคดัเลือกทรานสฟอร์แมนต์บน 
synthetic complete medium ท่ีไม่เติม uracil (SC-Ura) บม่ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 3-4 วนั ยืนยนัผลการท าลายยีน PDR5 ด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์ 2 
คู่ ซึ่งไพรเมอร์คู่แรกออกแบบฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ pdr5_F1 ท่ีจ าเพาะต่อ upstream regulatory 
region ของยีน PDR5 และรีเวิร์สไพรเมอร์ pdr5_R1 ท่ีจ าเพาะตอ่ยีน URA3 (ตารางท่ี 3.3) ส่วน
ไพร์เมอร์คูท่ี่สองออกแบบฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ pdr5_F2 ท่ีจ าเพาะตอ่ยีน URA3 และรีเวิร์สไพรเมอร์ 
pdr5_R2 ท่ีจ าเพาะตอ่ downstream regulatory region ของยีน PDR5 (ตารางท่ี 3.3) ดงัภาพท่ี 
3.8 ตรวจสอบผลการท าลายยีน PDR5 โดยใช้โครโมโซมอลดีเอ็นเอของทรานสฟอร์แมนท์ท่ีได้เป็น
ดีเอ็นเอแม่แบบ และใช้โครโมโซมอลดีเอ็นเอของยีสต์สายพันธุ์  BP-9 เป็นชุดควบคุมผลลบ
ตามล าดบั โดยใช้วิธีการสกดัโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากยีสต์ ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.6 จากนัน้
ด าเนินปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ตามวิธีท่ีกลา่วไว้ในข้อ 3.6.1     
 

 
ภาพที่ 3.8 ต าแหน่งของคู่ไพรเมอร์และขนาดของผลิตภัณฑ์ PCR ที่คาดว่าจะได้

ส าหรับการยืนยันผลการท าลายยีน PDR5 ที่จับบนโครโมโซมของยีสต์ 
 

3.7.2 การก าจัดยีน URA3 ที่เป็นยีนมาร์คเกอร์ซึ่งใช้ในการท าลายยีน PDR5 ออก
จากโครโมโซมของยีสต์ 

เพ่ือน ายีนมาร์คเกอร์กลับมาใช้ใหม่ในงานวิจัยขัน้ต่อไปจึงต้องมีการก าจัดยีน
มาร์คเกอร์ URA3 ซึง่ใช้ในการท าลายยีน PDR5 ซึ่งได้แทรกอยู่ในโครโมโซมของยีสต์สายพนัธุ์ BP-
13 โดยอาศยัเทคนิค Cre/loxP system โดยมีรายละเอียดการท าตามข้อ 3.6.7  
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3.8 สร้างพลาสมิดให้มียีนที่ประมวลรหัสคาร์บอนิคแอนไฮเดรสของ  S. cerevisiae 
(NCE103) 
  

3.8.1 เพิ่มปริมาณดีเอ็นของยีน NCE103 โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
 

ยีน NCE103 เป็นยีนท่ีประมวลรหสัคาร์บอนิคแอนไฮเดรสของ S. cerevisiae ซึ่ง
มีหน้าท่ีหลากหลายและเก่ียวข้องในกระบวนทางชีวภาพอนัได้แก่ กระบวนการหายใจ การสร้าง
คาร์บอนไดออกไซด์และไบคาร์บอเนต การรักษาสมดลุของพีเอชและคาร์บอนไดออกไซด์ภายใน
เซลล์ การเกิดเนือ้งอก และกระบวนการสังเคราะห์ทางชีวภาพต่างๆ เอนไซม์นีท้ าหน้าท่ีในการ
เปล่ียนปฏิกิริยาแบบผนักลบัได้ระหวา่งคาร์บอนไดออกไซด์และน า้กบัไบคาร์บอเนตและโปรตอน 

การเพิ่มปริมาณยีนดงักล่าวจากโครโมโซมท าได้โดยสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอ
จากยีสต์สายพนัธุ์ W303-1B (ตารางท่ี 3.1) ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.6 และออกแบบไพร์เมอร์
ซึง่ใช้ดีเอ็นเอของยีสต์สายพนัธุ์ W303-1B เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ โดยฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ NCE103_F 
(ตารางท่ี 3.3) ซึ่งจ าเพาะกบัยีน NCE103 และให้ด้านปลาย 5’ ของไพรเมอร์มีบริเวณตดัจ าเพาะ
ของ BamH I เช่ือมตอ่กบั Kozak sequence และรีเวิร์สไพรเมอร์ NCE103_R (ตารางท่ี 3.3) ซึ่ง
จ าเพาะกบัยีน NCE103 และให้ด้านปลาย 5’ ของไพรเมอร์มีบริเวณตดัจ าเพาะของ Xho I และติด 
Flag Tag ก่อนบริเวณ Stop codon ดงันัน้ผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการท า PCR จะมีลกัษณะเป็นดงั
ภาพท่ี 3.9 นอกจากนัน้ยงัมีแบบท่ีตดิ Flag Tag ด้านปลาย 5’ และแบบไมต่ดิแท็กด้วย   
 

 
ภาพที่  3.9 ผลิตภัณฑ์ PCR จากการที่ใช้ดีเอ็นเอของ S. cerevisiae สายพันธ์ุ 

W303-1B เป็นดีเอ็นเอต้นแบบและมีฟอร์เวิ ร์ดกับรีเวิ ร์สไพร์เมอร์ที่ จ าเพาะต่อยีน 
NCE103   
 



 
 
42 

ด าเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ดีเอ็นเอของ S. cerevisiae สายพนัธุ์ 
W303-1B เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในปฏิกิริยาโดยใช้โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์  (ตารางท่ี 3.3) 
ดงักลา่วข้างต้น ซึง่มีสว่นผสมของปฏิกิริยาดงัตารางท่ี 3.5 โดยใช้ภาวะของปฏิกริยาลกูโซ่พอลิเมอ
เรสดงันี ้95 องศาเซลเซียส 5 นาที ; 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 65 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 72 
องศาเซลเซียส 45 วินาที, 30 รอบ; 72 องศาเซลเซียส 10 นาที เก็บผลิตภณัฑ์ลกูโซ่พอลิเมอเรสท่ี 4 
องศาเซลเซียส ตรวจสอบผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเร
ซิสตามวิธีท่ีกลา่วไว้ในข้อ 3.6.1 
 

3.8.2 ท าไลเกชันดีเอ็นเอ NCE103 เข้าโคลนน่ิงเวคเตอร์ และตรวจสอบความ
ถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 
น าชิน้สว่นดีเอ็นเอ NCE103 มาท าให้บริสทุธ์ิด้วยชดุสกดัชิน้ส่วนดีเอ็นเอออกจาก

เจล ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.2 แล้วมาเติม dATP ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.9 
จากนัน้ไลเกชนัเข้าสู่ pGEM T-Easy เวคเตอร์ (ภาพท่ี 3.4) ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตาราง
ท่ี 3.10 บ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน อตัราส่วนการไลเกชนัระหว่างชิน้ส่วนดีเอ็นเอ 
NCE103 และ pGEM T-Easy เวคเตอร์ เป็น 3 ตอ่ 1 ตามสูตรค านวณปริมาณชิน้ส่วนดีเอ็นเอท่ี
น าเข้า (นาโนกรัม) ดงัสมการ 

  
ปริมาณเวคเตอร์ (นาโนกรัม) X ขนาดชิน้สว่นดีเอ็นเอ (คูเ่บส) X อตัราสว่นชิน้ดีเอ็นเอตอ่เวคเตอร์ 

ขนาดเวคเตอร์ (คูเ่บส) 
 
ตารางที่ 3.9 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาเติม dATP เข้าที่ชิน้ส่วนดีเอ็นเอ 
NCE103 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร (µl ) 

Taq DNA polymerase 5 ยนูิต/ไมโครลิตร 0.5 
dATP 2 มิลลิโมลาร์ 1 
10x buffer  10 เทา่ 1 
ชิน้สว่นดีเอ็นเอ NCE103 - 7.5 

ปริมาตรสุทธิ - 10 
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ตารางที่ 3.10 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาไลเกชันชิน้ส่วนดีเอ็นเอ NCE103 
เข้าโคลนน่ิงเวคเตอร์   

 

ทรานฟอร์มพลาสมิดท่ีได้เข้าสู่ E. coli สายพนัธุ์ DH5 ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 
3.6.3 จากนัน้สกดัพลาสมิดจาก E. coli และท าให้บริสทุธ์ิด้วยชดุสกดัพลาสมิด ตามวิธีท่ีกล่าวไว้
ในข้อ 3.6.4 และน า pGEM T-Easy/NCE103 (C-Flag), pYES2 (Invitrogen, USA) ดงัภาพท่ี 
3.10 และ pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์ (Invitrogen, USA) ดงัภาพท่ี 3.11 น ามาตดั
ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BamH I และ Xho I ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.11 บม่ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2  ชั่วโมง หยุดยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ตาม
วิธีท่ีกลา่วไว้ในข้อ 3.6.1   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร ( µl ) 

pGEM T-Easy เวคเตอร์  50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 1 

T4 DNA ligase  3 เวสยนูิต/ไมโครลิตร 1 

2X Rapid Ligation Buffer  2 เทา่ 5 

น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ - - 

ชิน้สว่นดีเอ็นเอ NCE103 ท่ีเตมิ dATP - 3 

ปริมาตรสุทธิ - 10 
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ภาพที่  3.10 แผนที่พลาสมิด pYES2 เวคเตอร์ (Invitrogen, USA) (ที่มา: 

products.invitrogen.com/ivgn/product/V82520) 
 

 
  ภาพที่ 3.11 แผนที่พลาสมิด pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์ (Invitrogen, 

USA) (ที่มา: products.invitrogen.com/ivgn/product/A10464?ICID==Search-Product) 
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ตารางท่ี 3.11 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาตัดจ าเพาะของเวคเตอร์ pGEM T-
Easy/NCE103 (C-Flag), pYES2 และ pENTR™3C   

 
3.8.3 ท าไลเกชันชิน้ส่วนดีเอ็นเอ NCE103 เข้าเอกเพรสชันเวคเตอร์ (pYES2) กับ 

เอนทรีเวคเตอร์ (pENTR™3C Dual Selection) ตามล าดับ และตรวจสอบความถูกต้อง
ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 
สกดัผลิตภณัฑ์จากอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ด้วยชดุสกดัชิน้ส่วนดีเอ็นเอออก

จากเจล QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีดงักล่าวมาแล้วข้อ 3.6.2 
ดงันัน้จะได้ชิน้ส่วนดีเอ็นเอ NCE103, pYES2, pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์ท่ีผ่านการ
ท าให้บริสทุธ์ิและถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BamH I และ Xho I น าชิน้ส่วนดีเอ็นเอ NCE103 
เช่ือมต่อเข้ากับเอกเพรสชนัเวคเตอร์ pYES2 หรือ pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์ ซึ่งมี
ส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.12 บ่มท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส 10 นาที อัตราส่วน
การไลเกชันระหว่างชิน้ส่วนดีเอ็นเอ NCE103 และ pYES2 เป็น 7 ต่อ 1 ส าหรับ pENTR™3C 
Dual Selection เวคเตอร์ เป็น 3 ต่อ 1 ซึ่งมีสูตรค านวณปริมาณชิน้ส่วนดีเอ็นเอท่ีน าเข้า (นาโน
กรัม) ตามสมการท่ีได้กลา่วในข้อ 3.8.2  
 
 

ส่วนประกอบ ปริมาตร 
(µl) 

ส่วนประกอบ ปริมาตร 
(µl) 

ความเข้มข้น
สุดท้าย 

น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 32 น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 32 - 
10X NEBuffer 3 5 10X NEBuffer 3 5 1 เทา่ 
100X BSA  0.5 100X BSA  0.5 1 เทา่ 
pGEM T-Easy/NCE103 
(C-Flag) 

10 pYES2 หรือ 
pENTR™3C   

10 4 ไมโครกรัม 

BamH I 2 BamH I 2 5 ยนูิต 
Xho I 0.5 Xho I 0.5 5 ยนูิต 

ปริมาตรสุทธิ 50 ปริมาตรสุทธิ 50 - 
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ตารางที่  3.12 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาไลเกชันชิน้ส่วนดีเอ็นเอ NCE103 
เข้า pYES2 หรือ pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์  

 
น าหลอดไมโครทิวป์ท่ีบรรจคุอมพีเทนต์เซลล์ท่ีเตรียมแล้วแช่ในน า้แข็ง จากนัน้น า

พลาสมิดท่ีได้ 10-50 นาโนกรัม ดดูใส่ในหลอดไมโครทิวป์ท่ีมีคอมพีเทนต์เซลล์ แช่ในน า้แข็งนาน 
30 นาที จากนัน้น าหลอดไมโครทิวป์ท่ีบรรจคุอมพีเทนต์เซลล์ท่ีมีพลาสมิดบม่ท่ี 42 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 90 วินาที แล้วรีบน ามาแช่ในน า้แข็งทันทีนาน 2 นาที ดูดอาหารเลีย้งเชือ้เหลว SOC 
(Super Optimal broth with Catabolite repression) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอดไม
โครทิวป์ท่ีบรรจุคอมพีเทนต์เซลล์ท่ีผ่านการท าฮีทช๊อคแล้ว บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที 
จากนัน้น าหลอดไมโครทิวป์ดงักล่าวไปหมุนเหว่ียงด้วยความเร็ว 3,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 2 
นาที ดูดอาหารเหลวออก 700 ไมโครลิตร แล้วน าเซลล์ท่ีเหลือในหลอดไมโครทิวป์ไปเกล่ียบน
อาหารแข็ง LB ท่ีมีสารฏิชีวนะ Ampicillin ส าหรับคดัเลือกชิน้ส่วนดีเอ็นเอ NCE103 ท่ีอยู่ใน 
pYES2 เวคเตอร์ หรือสารฏิชีวนะ Kanamycin ส าหรับคดัเลือกชิน้ส่วนดีเอ็นเอ NCE103 ท่ีอยู่ใน 
pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์ บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน คดัเลือกโคโลนีท่ี
เจริญบนอาหารแข็ง 

สกดัพลาสมิดจาก E. coli และท าให้บริสทุธ์ิด้วยชดุสกดัพลาสมิด PureLink™ 
Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, USA) ตามวิธีดงักล่าวมาแล้วข้างต้นข้อ 3.6.4 น า 
pYES2/NCE103 (C-Flag) หรือ pENTR™3C/ NCE103 (C-Flag) มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 
BamH I และ Xho I ซึง่มีสว่นผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.13 บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร ( µl ) 

pYES2 หรือ  pENTR™3C 
เวคเตอร์ 

50 นาโนกรัม 2 

ชิน้สว่นดีเอ็นเอ NCE103 42 นาโนกรัม (pYES2),  
46 นาโนกรัม (pENTR™3C)     

2.1, 2.3 

5X Rapid Ligation Buffer 1 เทา่ 4 

น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ - 10.9, 10.7  

T4 DNA ligase 5 ยนูิต 1 

ปริมาตรสุทธิ - 20 
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เป็นเวลา 2 ชัว่โมง หยุดยัง้ปฏิกิริยาโดยบม่ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้ว
ตรวจสอบชิน้สว่นดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ตามวิธีท่ีกลา่วไว้ในข้อ 3.6.1  
 
ตารางที่  3.13 สารละลายที่ ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาตัดจ าเพาะของเวคเตอร์ 
pYES2/NCE103 (C-Flag) และ pENTR™3C/NCE103 (C-Flag)   

 
   

 
 
 

 
 
 
  
  

 
 

3.8.4 ท า LR รีคอมบิเนชันเข้าเดสทิเนชันเวคเตอร์ pAG414GPD-ccdB-HA และ 
pAG414GAL-ccdB-HA และตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโดยการ
ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
 

น า pENTR™3C/NCE103 (C-Flag) มาท า LR รีคอมบิเนชันกับเวคเตอร์ 
pAG414GPD-ccdB-HA หรือ pAG414GAL-ccdB-HA (Addgene, USA) ตามภาพท่ี 3.12 ซึ่งมี
ส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.14 บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
หยดุยัง้ปฏิกิริยาโดยเติมสารละลาย Proteinase K ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากนัแล้วบม่ท่ี
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

 
 
 
 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 
น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 37 - 
10X NEBuffer 3 5 1 เทา่ 
100X BSA  0.5 1 เทา่ 
pYES2/NCE103 (C-Flag), 
pENTR™3C/NCE103 (C-Flag)   

5 1 ไมโครกรัม 

BamH I 2 5 ยนูิต 
Xho I 0.5 5 ยนูิต 

ปริมาตรสุทธิ 50 - 
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ภาพที่  3.12 แผนที่พลาสมิด pAG414GPD-ccdB-HA และ pAG414GAL-ccdB-HA 

(Addgene, USA) (ที่มา: www.addgene.org)   
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ตารางที่  3.14 สารละลายที่ ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยา LR รีคอมบิเนชันของ 
pENTR™3C/NCE103 (C-Flag) กับ pAG414GPD หรือ GAL-ccdB-HA   

หมายเหต ุก่อนน า LR Clonase™ II Enzyme Mix มาใช้ให้เขย่าให้เข้ากนั 2 ครัง้ ครัง้ละ 2 วินาที 
และหลังผสมสารละลายทัง้หมดแล้วให้เขย่าให้เข้ากัน 2 ครัง้ ครัง้ละ 2 วินาที เซนทริฟิวจ์ให้
สารละลายตกลงแล้วจงึน าไปบม่ 
 

น าหลอดไมโครทิวป์ท่ีบรรจคุอมพีเทนต์เซลล์ท่ีเตรียมแล้วแชใ่นน า้แข็ง แล้วน า LR 
รีคอมบิเนชนัดีเอ็นเอท่ีได้ 10-50 นาโนกรัม ดดูใส่ในหลอดไมโครทิวป์ท่ีมีคอมพีเทนต์เซลล์ แช่ใน
น า้แข็งนาน 30 นาที จากนัน้น าหลอดไมโครทิวป์ท่ีบรรจุคอมพีเทนต์เซลล์ท่ีมีพลาสมิดบ่มท่ี 42 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที แล้วรีบน ามาแช่ในน า้แข็งทนัทีนาน 2 นาที ดดูอาหารเลีย้งเชือ้
เหลว SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ใส่ลง
ในหลอดไมโครทิวป์ท่ีบรรจุคอมพีเทนต์เซลล์ท่ีผ่านการท าฮีทช๊อคแล้ว บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 
นาน 45 นาที จากนัน้น าหลอดไมโครทิวป์ดงักล่าวไปหมนุเหว่ียงด้วยความเร็ว 3,000 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 2 นาที ดดูอาหารเหลวออก 500 ไมโครลิตร แล้วน าเซลล์ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใน
หลอดไมโครทิวป์ไปเกล่ียบนอาหารแข็ง LB ท่ีมีสารฏิชีวนะ Ampicillin ส าหรับคดัเลือกชิน้ส่วนดี
เอ็นเอ NCE103 ท่ีอยู่ใน pAG414GPD-ccdB-HA หรือ pAG414GAL-ccdB-HA เวคเตอร์ บ่มท่ี 
37 องศาเซลเซียส นานข้ามคืน คดัเลือกโคโลนีท่ีเจริญบนอาหารแข็ง 

สกดัพลาสมิดจาก E. coli และท าให้บริสทุธ์ิด้วยชดุสกดัพลาสมิด PureLink™ 
Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, USA) ตามวิธีดงักล่าวมาแล้วข้างต้นข้อ 3.6.4 น า 
pAG414GPD/NCE103 (C-Flag) หรือ pAG414GAL/NCE103 (C-Flag) น ามาตดัด้วยเอนไซม์
ตดัจ าเพาะ Xho I ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.15 บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 ชัว่โมง หยดุยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอณุหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้ว

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร (µl ) 

TE บฟัเฟอร์, pH 8.0 - 4 
pENTR™3C/NCE103 (C-Flag) 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 2 
pAG414GPD-ccdB-HA หรือ   
pAG414GAL-ccdB-HA   

50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 2 

LR Clonase™ II Enzyme Mix - 2 
ปริมาตรสุทธิ - 10 



 
 
50 

ตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.1 จากนัน้
น าพลาสมิดท่ีได้ไปตรวจสอบความถกูต้องของล าดบัเบสโดยบริษัท First Base, Singapore  
 
ตารางที่  3.15 สารละลายที่ ใช้ เป็นส่วนผสม  ในปฏิกิ ริยาตัดจ าเพาะของ 
pAG414GPD/NCE103 (C-Flag) และ pAG414GAL/NCE103 (C-Flag)  

 
 
3.9 สร้างพลาสมิดให้มียีนที่ประมวลรหัสคาร์บอนิคแอนไฮเดรสของ P. falciparum (pfCA) 
 

3.9.1 เพิ่มปริมาณดีเอ็นของยีน pfCA โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
 

การเพิ่มปริมาณยีนดงักล่าวท าได้โดยน า ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส
ของ P. falciparum ซึ่งได้รับมาจาก ศ.ดร. จิระพนัธ์ กรึงไกร ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ท่ีผ่านการท าให้บริสุทธ์ิด้วยชุดส าเร็จรูป แล้วมาเติม dATP ซึ่งมี
ส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.9 แต่เปล่ียนจากชิน้ส่วนดีเอ็นเอ NCE103 เป็น pfCA 
จากนัน้ไลเกชนัเข้าสู่ pGEM T-Easy เวคเตอร์ (ภาพท่ี 3.4) ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตาราง
ท่ี 3.10 แตเ่ปล่ียนจากชิน้ส่วนดีเอ็นเอ NCE103 เป็น pfCA ท่ีเติม dATP บม่ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ข้ามคืน อัตราส่วนการไลเกชันระหว่างชิน้ส่วนดีเอ็นเอ pfCA ต่อ pGEM T-Easy 
เวคเตอร์ เป็น 3 ตอ่ 1 ซึง่มีสตูรค านวณปริมาณชิน้ส่วนดีเอ็นเอท่ีน าเข้า (นาโนกรัม) ตามสมการดงั
ข้อ 3.8.2  

ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 
น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 39 - 
10X NEBuffer 4 5 1 เทา่ 
100X BSA  0.5 1 เทา่ 
pAG414GPD/NCE103 (C-Flag) หรือ  
pAG414GAL/NCE103 (C-Flag) 

5 1 ไมโครกรัม 

Xho I 0.5 5 ยนูิต 
ปริมาตรสุทธิ 50 - 
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ทรานฟอร์มพลาสมิดท่ีได้เข้าสู่ E. coli สายพนัธุ์ DH5 ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 
3.6.3 จากนัน้สกดัพลาสมิดจาก E. coli และท าให้บริสทุธ์ิด้วยชดุสกดัพลาสมิด ตามวิธีท่ีกล่าวไว้
ในข้อ 3.6.4 น า pGEM T-Easy/pfCA น ามาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoR I ซึ่งมีส่วนผสมของ
ปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.16 บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง หยดุยัง้ปฏิกิริยา
โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกา
โรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ตามวิธีท่ีกลา่วไว้ในข้อ 3.6.1  
 
ตารางที่  3.16 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาตัดจ าเพาะของ pGEM T-
Easy/pfCA  
 
 
 

 
 
 

 
 
ออกแบบไพร์เมอร์ซึ่งใช้ pGEM T-Easy/pfCA เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ โดยฟอร์เวิร์ด

ไพรเมอร์ pfCA_F (418) และ pfCA_F (235) (ตารางท่ี 3.3) ซึ่งจ าเพาะกบัยีน pfCA และให้ด้าน
ปลาย 5’ ของไพรเมอร์มีบริเวณตดัจ าเพาะของ BamH I เช่ือมตอ่กบั Kozak sequence ส่วนในรี-
เวิร์สไพรเมอร์ pfCA_R (418) และ pfCA_R (235) (ตารางท่ี 3.3) ซึ่งจ าเพาะกบัยีน pfCA และให้
ด้านปลาย 5’ ของไพรเมอร์มีบริเวณตดัจ าเพาะของ Xho I และติด Flag Tag ก่อนบริเวณ Stop 
codon ดงันัน้ผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส จะมีลกัษณะเป็นดงัภาพท่ี 3.13  
 
 
 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 
น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 39.8 - 
10X High บฟัเฟอร์ 5 1 เทา่ 
pGEM T-Easy/pfCA 5 1 ไมโครกรัม 
EcoR I 0.2 4 ยนูิต 

ปริมาตรสุทธิ 50 - 
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ภาพที่  3.13 ผลิตภัณฑ์ PCR จากการที่ใช้ pGEM T-Easy/pfCA เป็นดีเอ็นเอ

ต้นแบบและมีฟอร์เวิร์ดกับรีเวิร์สไพร์เมอร์ (pfCA_F (418) และ pfCA_F (235), pfCA_R 
(418) และ pfCA_R (235) ที่จ าเพาะต่อยีน pfCA  
 

ด าเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ pGEM T-Easy/pfCA เป็นดีเอ็นเอ
ต้นแบบในปฏิกิริยาโดยใช้โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ (ตารางท่ี 3.3) ดังกล่าวข้างต้น ซึ่งมี
ส่วนผสมของปฏิกิริยาดงัตารางท่ี 3.5 ส าหรับ pfCA_F (418) และ pfCA_R (418) ใช้ภาวะของ
ปฏิกริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสดงันี ้95 องศาเซลเซียส 5 นาที ; 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 66 องศา
เซลเซียส 30 วินาที, 72 องศาเซลเซียส 1.30 นาที, 30 รอบ; 72 องศาเซลเซียส 10 นาที เก็บ
ผลิตภณัฑ์ลกูโซ่พอลิเมอเรสท่ี 4 องศาเซลเซียส และส าหรับ pfCA_F (235) และ pfCA_R (235)   
ใช้ภาวะของปฏิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสดงันี ้95 องศาเซลเซียส 5 นาที ; 95 องศาเซลเซียส 30 
วินาที, 63 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 72 องศาเซลเซียส 45  วินาที, 30 รอบ; 72 องศาเซลเซียส 10 
นาที เก็บผลิตภัณฑ์ลกูโซ่พอลิเมอเรสท่ี 4 องศาเซลเซียส ตรวจสอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซ่
พอลิเมอเรสด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสตามวิธีท่ีกลา่วไว้ในข้อ 3.6.1 

 
3.9.2 ท าไลเกชันดีเอ็นเอ pfCA เข้าโคลนน่ิงเวคเตอร์ และตรวจสอบความถูกต้อง

ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
 

น าชิน้ส่วนดีเอ็นเอ pfCA (418) และ pfCA (235) ท่ีผ่านการท าให้บริสทุธ์ิด้วยชดุ
สกดัชิน้ส่วนดีเอ็นเอออกจากเจล ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.2 แล้วมาเติม dATP ซึ่งมีส่วนผสม
ของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.17 จากนัน้ไลเกชนัเข้าสู่ pGEM T-Easy เวคเตอร์ (ภาพท่ี 3.4) ซึ่งมี
สว่นผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.18 บม่ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน  
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ตารางท่ี 3.17 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาเตมิ dATP ส าหรับชิน้ส่วนดีเอ็นเอ 
pfCA ก่อนไลเกชัน 

 
ตารางท่ี 3.18 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาไลเกชันชิน้ส่วนดีเอ็นเอ pfCA เข้า
โคลนน่ิงเวคเตอร์   

 

ทรานฟอร์มพลาสมิดท่ีได้เข้าสู่ E. coli สายพนัธุ์ DH5 ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 
3.6.3 จากนัน้สกดัพลาสมิดจาก E. coli และท าให้บริสทุธ์ิด้วยชดุสกดัพลาสมิด ตามวิธีท่ีกล่าวไว้
ในข้อ 3.6.4 น า pGEM T-Easy/pfCA418 (C-Flag), pGEM T-Easy/pfCA235 (C-Flag) และ 
pYES2 (Invitrogen, USA) ดงัภาพท่ี 3.10 น ามาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BamH I และ Xho I 
ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.19 บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
หยุดยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดี
เอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ตามวิธีท่ีกลา่วไว้ในข้อ 3.6.1  

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร (µl ) 

Taq DNA polymerase 5 ยนูิต/ไมโครลิตร 0.5 
dATP 2 มิลลิโมลาร์ 1 
10x buffer  10 เทา่ 1 
ชิน้สว่นดีเอ็นเอ  pfCA (418), (235) - 7.5 

ปริมาตรสุทธิ - 10 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร ( µl ) 

pGEM T-Easy เวคเตอร์  50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 1 

T4 DNA ligase  3 เวสยนูิต/ไมโครลิตร 1 

2X Rapid Ligation Buffer  2 เทา่ 5 

น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ - - 

ชิน้สว่นดีเอ็นเอ  pfCA (418) หรือ  
pfCA (235) ท่ีเตมิ dATP แล้ว 

- 3 

ปริมาตรสุทธิ - 10 
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ตารางท่ี 3.19 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาตัดจ าเพาะของเวคเตอร์ pGEM T-
Easy/pfCA418 (C-Flag) หรือ pGEM T-Easy/pfCA235 (C-Flag) หรือ pYES2 

 
3.9.3 ท าไลเกชันชิน้ส่วน pfCA เข้าเอกเพรสชันเวคเตอร์ (pYES2) และตรวจสอบ

ความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  
 

สกดัผลิตภณัฑ์จากอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ด้วยชดุสกดัชิน้ส่วนดีเอ็นเอออก
จากเจล QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีดงักล่าวมาแล้วข้อ 3.6.2  
ดงันัน้จะได้ชิน้ส่วนดีเอ็นเอ pfCA (418), pfCA (235) และ pYES2 เวคเตอร์ท่ีผ่านการท าให้
บริสทุธ์ิและถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BamH I และ Xho I น าชิน้ส่วนดีเอ็นเอ pfCA (418) 
และ pfCA (235) เช่ือมตอ่เข้ากบับริเวณตดัจ าเพาะ BamH I และ Xho I ของเอกเพรสชนัเวคเตอร์ 
pYES2 เวคเตอร์ ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.20 บม่ท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส 
10 นาที 

อตัราสว่นการไลเกชนัระหวา่งชิน้ส่วนดีเอ็นเอ pfCA (418) หรือ pfCA (235) หรือ 
pYES2 เป็น 3 ตอ่ 1 หรือ 7 ตอ่ 1 ตามล าดบัซึ่งมีสตูรค านวณปริมาณชิน้ส่วนดีเอ็นเอท่ีน าเข้า (นา
โนกรัม) ตามสมการดงัข้อ 3.8.2 

 

ส่วนประกอบ ปริมาตร 
(µl) 

ส่วนประกอบ ปริมาตร 
(µl) 

ความเข้มข้น
สุดท้าย 

น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 32 น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 32 - 
10X NEBuffer 3 5 10X NEBuffer 3 5 1 เทา่ 
100X BSA  0.5 100X BSA  0.5 1 เทา่ 
pGEM T-Easy/pfCA418  
(C-Flag), 
 pGEM T-Easy/pfCA235  
(C-Flag) 

10 pYES2  10 4 ไมโครกรัม 

BamH I 2 BamH I 2 5 ยนูิต 
Xho I 0.5 Xho I 0.5 5 ยนูิต 

ปริมาตรสุทธิ 50 ปริมาตรสุทธิ 50 - 
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ตารางที่  3.20 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาไลเกชันชิน้ส่วนดีเอ็นเอ pfCA 
(418) หรือ pfCA (235) เข้า pYES2 เวคเตอร์  

 
ขัน้ตอนการทรานฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท าตามรายละเอียดท่ีได้ระบใุนข้อ 

3.8.3 จากนัน้สกัดพลาสมิดจาก E. coli และท าให้บริสุทธ์ิด้วยชดุสกัดพลาสมิด PureLink™ 
Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, USA) ตามวิธีดงักล่าวมาแล้วข้างต้นข้อ 3.6.4 น า 
pYES2/pfCA418 (C-Flag) หรือ pYES2/pfCA235 (C-Flag) มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
BamH I และ Xho I ตามล าดบั ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.21 บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง หยดุยัง้ปฏิกิริยาโดยบม่ท่ีอณุหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 
3.6.1 จากนัน้น าพลาสมิดท่ีได้ไปตรวจสอบความถูกต้องของล าดบัเบสโดยบริษัท First Base, 
Singapore  
 
 
 
 
 
 
 
 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร ( µl ) 

pYES2 เวคเตอร์ 50 นาโนกรัม 2 

ชิน้สว่นดีเอ็นเอ  pfCA (418) 
หรือ pfCA (235) 

64 และ 86 นาโนกรัม (pYES2) ตามล าดบั  2.1 หรือ 2.8 

5X Rapid Ligation Buffer 1 เทา่ 4 

น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ - 10.9 หรือ 10.2  

T4 DNA ligase 5 ยนูิต 1 

ปริมาตรสุทธิ - 20 
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ตารางที่  3.21 สารละลายที่ ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาตัดจ าเพาะของเวคเตอร์  
pYES2/pfCA418 (C-Flag) หรือ pYES2/pfCA235 (C-Flag) 
 
   
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
3.10 สร้างพลาสมิดให้มียีนที่ประมวลรหัสคาร์บอนิคแอนไฮเดรสของมนุษย์ (hCAII) 
 

3.10.1 เพิ่มปริมาณดีเอ็นของยีน hCAII โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
 

การเพิ่มปริมาณยีนดงักลา่วท าได้โดยน า cDNA ของมนษุย์ซึ่งได้รับมาจาก ศ.ดร. 
จิระพนัธ์ กรึงไกร คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จากนัน้ออกแบบไพรเมอร์ซึ่งใช้ 
cDNA ของมนษุย์เป็นดีเอ็นเอต้นแบบโดยฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ hCAII_F (ตารางท่ี 3.3) ซึ่งจ าเพาะ
กบัยีน hCAII และให้ด้านปลาย 5’ ของไพรเมอร์เช่ือมตอ่กับ Kozak sequence และรีเวิร์สไพร
เมอร์ hCAII_R (ตารางท่ี 3.3) ซึ่งจ าเพาะกบัยีน hCAII และให้ด้านปลาย 5’ ของไพรเมอร์มีบริเวณ
ตดัจ าเพาะของ Xho I และติด Flag Tag ก่อนบริเวณ Stop codon ดงันัน้ผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการ
ท า PCR จะมีลกัษณะเป็นดงัภาพท่ี 3.14 

 
 
 

 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 
น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 37 - 
10X NEBuffer 3 5 1 เทา่ 
100X BSA  0.5 1 เทา่ 
pYES2/pfCA418 (C-Flag) หรือ  
pYES2/pfCA235 (C-Flag)   

5 1 ไมโครกรัม 

BamH I 2 5 ยนูิต 
Xho I 0.5 5 ยนูิต 

ปริมาตรสุทธิ 50 - 
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ภาพที่ 3.14 ผลิตภัณฑ์ PCR จากการที่ใช้ cDNA ของมนุษย์เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ

และมีฟอร์เวิร์ดกับรีเวิร์สไพร์เมอร์ (hCAII_F, hCAII_R) ที่จ าเพาะต่อยีน hCAII 
 
ด าเนินปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสโดยใช้ cDNA ของมนษุย์เป็นดีเอ็นเอต้นแบบใน

ปฏิกิริยาโดยใช้โอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ (ตารางท่ี 3.3) ดงักล่าวข้างต้น ซึ่งมีส่วนผสมของ
ปฏิกิริยาดงัตารางท่ี 3.5 โดยใช้สภาวะของปฏิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสดงันี ้95 องศาเซลเซียส 5 
นาที ; 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 65 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
จ านวน 30 รอบ; 72 องศาเซลเซียส 10 นาที เก็บผลิตภณัฑ์ลกูโซ่พอลิเมอเรสท่ี 4 องศาเซลเซียส 
ตรวจสอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสตามวิธีท่ี
กลา่วไว้ในข้อ 3.6.1 
 

3.10.2 ท าไลเกชันชิน้ส่วนดีเอ็นเอ hCAII เข้าโคลนน่ิงเวคเตอร์ และตรวจสอบ
ความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 
น าชิน้สว่นดีเอ็นเอ hCAII ท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิด้วยชดุสกดัชิน้ส่วนดีเอ็นเอออก

จากเจล ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.2 แล้วมาเติม dATP ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 
3.22 จากนัน้ท าไลเกชนัเข้าสู่ pGEM T-Easy เวคเตอร์ (ภาพท่ี 3.4) ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยา
ตามตารางท่ี 3.23 บม่ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ข้ามคืน อตัราส่วนการไลเกชนัระหว่างชิน้ส่วนดี
เอ็นเอ hCAII และ pGEM T-Easy เวคเตอร์ เป็น 3 ตอ่ 1 ซึ่งมีสตูรค านวณปริมาณชิน้ส่วนดีเอ็นเอ
ท่ีน าเข้า (นาโนกรัม) ตามสมการดงัข้อ 3.8.2    
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ตารางที่ 3.22 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาเติม dATP ส าหรับ hCAII ก่อนไล
เกชัน  
  
      

 
 
 
   
   

 
ตารางที่ 3.23 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาไลเกชันชิน้ส่วนดีเอ็นเอ hCAII 
เข้าโคลนน่ิงเวคเตอร์  

 

ทรานฟอร์มพลาสมิดท่ีได้เข้าสู่ E. coli สายพนัธุ์ DH5 ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 
3.6.3 จากนัน้สกดัพลาสมิดจาก E. coli และท าให้บริสทุธ์ิด้วยชดุสกดัพลาสมิด ตามวิธีท่ีกล่าวไว้
ในข้อ 3.6.4 น า pGEM T-Easy/hCAII (C-Flag) และ pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์ 
(Invitrogen, USA) ดงัภาพท่ี 3.11 น ามาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoR I และ Xho I ซึ่งมี
ส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.24 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
หยุดยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดี
เอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ตามวิธีท่ีกลา่วไว้ในข้อ 3.6.1   
 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร (µl ) 

Taq DNA polymerase 5 ยนูิต/ไมโครลิตร 0.5 
dATP 2 มิลลิโมลาร์ 1 
10x buffer  10 เทา่ 1 
ชิน้สว่นดีเอ็นเอ hCAII - 7.5 

ปริมาตรสุทธิ - 10 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร ( µl ) 

pGEM T-Easy เวคเตอร์  50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 1 

T4 DNA ligase  3 เวสยนูิต/ไมโครลิตร 1 

2X Rapid Ligation Buffer  2 เทา่ 5 

น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ - - 

ชิน้สว่นดีเอ็นเอ hCAII ท่ีเตมิ dATP  - 3 

ปริมาตรสุทธิ - 10 
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ตารางท่ี 3.24 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาตัดจ าเพาะของเวคเตอร์ pGEM T-
Easy/hCAII (C-Flag)   

 
3.10.3 ท าไลเกชันชิน้ส่วนดีเอ็นเอ hCAII เข้าเอนทรีเวคเตอร์ (pENTR™3C Dual 

Selection) และตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิดโดยการตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 
สกดัผลิตภณัฑ์จากอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ด้วยชดุสกดัชิน้ส่วนดีเอ็นเอออก

จากเจล QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีดงักล่าวมาแล้วข้อ 3.6.2 
เพราะฉะนัน้จะได้ชิน้ส่วนดีเอ็นเอ hCAII และ pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์ท่ีผ่านการ
ท าให้บริสุทธ์ิและถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoR I และ Xho I น าชิน้ส่วนดีเอ็นเอ hCAII 
เช่ือมตอ่เข้ากบัเอนทรีเวคเตอร์ pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์ ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยา
ตามตารางท่ี 3.25 บม่ท่ีอณุหภมูิ 22 องศาเซลเซียส 10 นาที อตัราสว่นการไลเกชนัระหว่างชิน้ส่วน
ดีเอ็นเอ hCAII และ pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์ เป็น 3 ต่อ 1 ซึ่งค านวณปริมาณ
ชิน้สว่นดีเอ็นเอท่ีน าเข้า (นาโนกรัม) ตามสตูรในข้อ 3.8.2 
 
 
 

ส่วนประกอบ ปริมาตร 
(µl) 

ส่วนประกอบ ปริมาตร 
(µl) 

ความเข้มข้น
สุดท้าย 

น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 33.75 น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 33.75 - 
10X NEBuffer EcoR I 5 10X NEBuffer EcoR I 5 1 เทา่ 
100X BSA  0.5 100X BSA  0.5 1 เทา่ 
pGEM T-Easy/hCAII 
(C-Flag)  

10 pENTR™3C   10 4 ไมโครกรัม 

EcoR I 0.25 EcoR I 0.25 5 ยนูิต 
Xho I 0.5 Xho I 0.5 5 ยนูิต 

ปริมาตรสุทธิ 50 ปริมาตรสุทธิ 50 - 
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ตารางที่ 3.25 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาไลเกชัน hCAII เข้า pENTR™3C 
Dual Selection เวคเตอร์    
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

ขัน้ตอนการทรานฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท าตามรายละเอียดท่ีได้ระบใุนข้อ 
3.8.3 จากนัน้สกัดพลาสมิดจาก E. coli และท าให้บริสุทธ์ิด้วยชดุสกัดพลาสมิด PureLink™ 
Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, USA) ตามวิธีดงักล่าวมาแล้วข้างต้นข้อ 3.6.4 น า 
pENTR™3C/hCAII (C-Flag) มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoR I และ Xho I ซึ่งมีส่วนผสมของ
ปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.26 บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2  ชัว่โมง หยดุยัง้ปฏิกิริยา
โดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกา
โรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ตามวิธีท่ีกลา่วไว้ในข้อ 3.6.1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร ( µl ) 

pENTR™3C เวคเตอร์ 50 นาโนกรัม 2 

ชิน้สว่นดีเอ็นเอ hCAII 54 นาโนกรัม (pENTR™3C)     2.7 

5X Rapid Ligation Buffer 1 เทา่ 4 

น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ - 10.3  

T4 DNA ligase 5 ยนูิต 1 

ปริมาตรสุทธิ - 20 
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ตารางที่  3.26 สารละลายที่ ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาตัดจ าเพาะของเวคเตอร์ 
pENTR™3C/hCAII (C-Flag) 
    
 

 
 
 
 
 
 
 

 
3.10.4 ท า LR รีคอมบิเนชัน hCAII เข้าเดสทิเนชันเวคเตอร์ pAG414GPD-ccdB-

HA หรือ pAG414GAL-ccdB-HA และตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด
โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  

 
น า pENTR™3C/hCAII (C-Flag) มาท า LR รีคอมบิเนชันกับเวคเตอร์ 

pAG414GPD-ccdB-HA และ pAG414GAL-ccdB-HA (Addgene, USA) ตามภาพท่ี 3.12 ซึ่งมี
ส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.27 บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
หยดุยัง้ปฏิกิริยาโดยเติมสารละลาย Proteinase K ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากนัแล้วบม่ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที การทรานฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดท าตาม
รายละเอียดท่ีได้ระบใุนข้อ 3.8.4   
 
 
 
 
 
 
 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 
น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 38.75 - 
10X NEBuffer EcoR I 5 1 เทา่ 
100X BSA  0.5 1 เทา่ 
pENTR™3C/hCAII (C-Flag)  5 1 ไมโครกรัม 
EcoR I 0.25 5 ยนูิต 
Xho I  0.5 5 ยนูิต 

ปริมาตรสุทธิ 50 - 
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ตารางที่  3.27 สารละลายที่ ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยา LR รีคอมบิเนชันของ 
pENTR™3C/hCAII (C-Flag) กับ pAG414GPD หรือ GAL-ccdB-HA 

 หมายเหต ุก่อนน า LR Clonase™ II Enzyme Mix มาใช้ให้เขย่าให้เข้ากนั 2 ครัง้ ครัง้ละ 2 วินาที 
และหลังผสมสารละลายทัง้หมดแล้วให้เขย่าให้เข้ากัน 2 ครัง้ ครัง้ละ 2 วินาที เซนทริฟิวจ์ให้
สารละลายตกลงแล้วจงึน าไปบม่ 
 

สกดัพลาสมิดจาก E. coli และท าให้บริสทุธ์ิด้วยชดุสกดัพลาสมิด PureLink™ 
Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, USA) ตามวิธีดงักล่าวมาแล้วข้างต้นข้อ 3.6.4 น า 
pAG414GPD/hCAII (C-Flag) และ pAG414GAL/hCAII (C-Flag) มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 
Xho I ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.28 บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 
ชัว่โมง หยุดยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบ
ชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.1 จากนัน้น าพลาส-
มิดท่ีได้ไปตรวจสอบความถกูต้องของล าดบัเบสโดยบริษัท First Base, Singapore    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร (µl ) 

TE บฟัเฟอร์, pH 8.0 - 4 
pENTR™3C/hCAII (C-Flag)  50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 2 
pAG414GPD-ccdB-HA หรือ   
pAG414GAL-ccdB-HA   

50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 2 

LR Clonase™ II Enzyme Mix - 2 
ปริมาตรสุทธิ - 10 
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ตารางที่  3.28 สารละลายที่ ใช้ เป็นส่วนผสม  ในปฏิกิ ริยาตัดจ าเพาะของ 
pAG414GPD/hCAII (C-Flag) หรือ pAG414GAL/hCAII (C-Flag) 
 
   
 

 
 
 
 
 
 

 
 
3.11 สร้างพลาสมิดให้มียีนที่ประมวลรหัสคาร์บอนิคแอนไฮเดรสของ P. falciparum โดย
สังเคราะห์ยีนให้มีการแสดงออกสูงในยีสต์ (Opt pfCA) 
 

  3.11.1 ท าไลเกชันยีน Opt pfCA เข้าเอกเพรสชันเวคเตอร์ (pYES2) กับ เอนทรี
เวคเตอร์ (pENTR™3C Dual Selection) และตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พ
ลาสมิดโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 
เน่ืองจากยีนในมาลาเรียโดยทัว่ไปจะมีการแสดงออกในแบคทีเรียหรือยีสต์ต ่าหรือ

อาจไมมี่การแสดงออกเลย สาเหตหุลกัมาจากการท่ียีนของมาลาเรียมีร้อยละของเบส A หรือ T สงู
ซึง่สง่ผลให้อาจเกิดล าดบัเบสท่ีเป็นสญัญาณของการหยดุการสงัเคราะห์อาร์เอ็นเอ ท าให้ยีนนัน้ไม่
เกิดการแสดงออก และส่งผลให้ไม่เกิดการทดแทนหน้าท่ีได้ (Romanos และคณะ, 1992) ดงันัน้
การทดลองนีจ้งึได้ท าการปรับแตง่เบสของยีนท่ีประมวลรหสัคาร์บอนิคแอนไฮเดรสของมาลาเรียให้
เหมาะสมและเพิ่มการแสดงออกในยีสต์ โดยยงัคงไว้ซึง่กรดอะมิโนเดมิทกุประการ  

เร่ิมจากน า pUC57/Opt pfCA1 (C-Flag) และ pUC57/Opt pfCA2 (C-Flag) ซึ่ง
เป็นยีนสงัเคราะห์จากบริษัท GeneScript, USA (ภาคผนวก ค) โดยมีลกัษณะของยีนท่ีสงัเคราะห์
ดงัภาพท่ี 3.15 และ pYES2 (Invitrogen, USA) ดงัภาพท่ี 3.10 กบั pENTR™3C Dual Selection 
เวคเตอร์ (Invitrogen, USA) ดงัภาพท่ี 3.11 น ามาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BamH I และ Xho I 
ซึง่มีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.29 บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2  ชัว่โมง 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 
น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 39 - 
10X NEBuffer 4 5 1 เทา่ 
100X BSA  0.5 1 เทา่ 
pAG414GPD/hCAII (C-Flag) หรือ  
pAG414GAL/hCAII (C-Flag) 

5 1 ไมโครกรัม 

Xho I 0.5 5 ยนูิต 
ปริมาตรสุทธิ 50 - 
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หยดุยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดี
เอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ตามวิธีท่ีกลา่วไว้ในข้อ 3.6.1      
 

 
ภาพที่ 3.15 ผลิตภัณฑ์จากการสังเคราะห์ยีน (GeneScript, USA) ที่ประมวลรหัส

คาร์บอนิคแอนไฮเดรสของมาลาเรียแบบที่ 1 และ 2 ตามล าดับ 
 
ตารางที่ 3.29 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาตัดจ าเพาะของเวคเตอร์ 
pUC57/Opt pfCA1 (C-Flag), pUC57/Opt pfCA2 (C-Flag), pYES2 และ pENTR™3C 
 

 
 
 

 

ส่วนประกอบ ปริมาตร 
(µl) 

ส่วนประกอบ ปริมาตร 
(µl) 

ความเข้มข้น
สุดท้าย 

น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 32 น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 32 - 
10X NEBuffer 3 5 10X NEBuffer 3 5 1 เทา่ 
100X BSA  0.5 100X BSA  0.5 1 เทา่ 
pUC57/Opt pfCA1  
(C-Flag) หรือ 
pUC57/Opt pfCA2  
(C-Flag) 

10 pYES2 หรือ 
pENTR™3C   

10 4 ไมโครกรัม 

BamH I 2 BamH I 2 5 ยนูิต 
Xho I 0.5 Xho I 0.5 5 ยนิูต 

ปริมาตรสุทธิ 50 ปริมาตรสุทธิ 50 - 
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สกดัผลิตภณัฑ์จากอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ด้วยชดุสกดัชิน้ส่วนดีเอ็นเอออก
จากเจล QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) ตามวิธีดงักล่าวมาแล้วข้อ 3.6.2 
เพราะฉะนัน้จะได้ชิน้ส่วนดีเอ็นเอ Opt pfCA1, Opt pfCA2, pYES2 และ pENTR™3C Dual 
Selection เวคเตอร์ท่ีผ่านการท าให้บริสทุธ์ิและถกูตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BamH I และ Xho I 
น าชิน้สว่นดีเอ็นเอ Opt pfCA1 และ Opt pfCA2 เช่ือมตอ่เข้ากบัเอกเพรสชนัเวคเตอร์ pYES2 หรือ 
pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์ ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.30 บ่มท่ี
อณุหภูมิ 22 องศาเซลเซียส 10 นาที อตัราส่วนการไลเกชนัระหว่างชิน้ส่วนดีเอ็นเอ Opt pfCA1,  
Opt pfCA2 และ pYES2 เป็น 7 ตอ่ 1 ส่วน pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์ เป็น 3 ตอ่ 1 
มีสมการค านวณปริมาณชิน้สว่นดีเอ็นเอท่ีน าเข้า (นาโนกรัม) ตามสมการดงัข้อ 3.8.2    
 
ตารางที่ 3.30 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาไลเกชัน Opt pfCA1 หรือ Opt 
pfCA2 เข้า pYES2 และ pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์  

 

ทรานฟอร์มพลาสมิดท่ีได้เข้าสู่ E. coli สายพนัธุ์ DH5 ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 
3.8.3 จากนัน้สกดัพลาสมิดจาก E. coli และท าให้บริสทุธ์ิด้วยชดุสกดัพลาสมิด ตามวิธีท่ีกล่าวไว้
ในข้อ 3.6.4 น า pYES2/Opt pfCA1 (C-Flag), pYES2/Opt pfCA2 (C-Flag), pENTR™3C/Opt 
pfCA1 (C-Flag) และ pENTR™3C/Opt pfCA2 (C-Flag) มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BamH I 
และ Xho I ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.31 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

ส่วนประกอบ ความเข้มข้นสุดท้าย ปริมาตร ( µl ) 

pYES2 หรือ  pENTR™3C 
เวคเตอร์ 

50 นาโนกรัม 2 

ชิน้สว่นดีเอ็นเอ Opt pfCA1 
หรือ Opt pfCA2 

45 นาโนกรัม (pYES2) หรือ  
50 นาโนกรัม (pENTR™3C)     

1.8 หรือ 2.0 

5X Rapid Ligation Buffer 1 เทา่ 4 

น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ - 11.2 หรือ 11  

T4 DNA ligase 5 ยนูิต 1 

ปริมาตรสุทธิ - 20 
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เวลา 2 ชั่วโมง หยุดยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้ว
ตรวจสอบชิน้สว่นดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ตามวิธีท่ีกลา่วไว้ในข้อ 3.6.1 
 
ตารางที่ 3.31 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาตัดจ าเพาะของเวคเตอร์ pYES2/ 
Opt pfCA1, Opt pfCA2 (C-Flag) และ pENTR™3C/Opt pfCA1, Opt pfCA2 (C-Flag) 
 

 
3.11.2 ท า LR รีคอมบิเนชัน Opt pfCA1 หรือ Opt pfCA2 เข้าเดสทิเนชันเวคเตอร์ 

pAG414GPD-ccdB-HA และ pAG414GAL-ccdB-HA และตรวจสอบความถูกต้องของรี
คอมบิแนนท์พลาสมิดโดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 
น า pENTR™3C/Opt pfCA1 (C-Flag) และ pENTR™3C/Opt pfCA2 (C-Flag) 

มาท า LR รีคอมบิเนชันกับเวคเตอร์ pAG414GPD-ccdB-HA หรือ pAG414GAL-ccdB-HA 
(Addgene, USA) ตามภาพท่ี 3.12 ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.32 บม่ท่ีอุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง หยดุยัง้ปฏิกิริยาโดยเติมสารละลาย Proteinase K ปริมาตร 
1 ไมโครลิตร เขยา่ให้เข้ากนัแล้วบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
 
 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 
น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 37 - 
10X NEBuffer 3 5 1 เทา่ 
100X BSA  0.5 1 เทา่ 
pYES2/Opt pfCA1 หรือ Opt pfCA2  
(C-Flag), 
pENTR™3C/Opt pfCA1 หรือ Opt 
pfCA2  (C-Flag)   

5 1 ไมโครกรัม 

BamH I 2 5 ยนูิต 
Xho I 0.5 5 ยนูิต 

ปริมาตรสุทธิ 50 - 
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ตารางที่  3.32 สารละลายที่ ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยา LR รีคอมบิเนชันของ 
pENTR™3C/Opt pfCA1, Opt pfCA2 (C-Flag) กับ pAG414GPD, GAL-ccdB-HA    

หมายเหต ุก่อนน า LR Clonase™ II Enzyme Mix มาใช้ให้เขย่าให้เข้ากนั 2 ครัง้ ครัง้ละ 2 วินาที 
และหลังผสมสารละลายทัง้หมดแล้วให้เขย่าให้เข้ากัน 2 ครัง้ ครัง้ละ 2 วินาที เซนทริฟิวจ์ให้
สารละลายตกลงแล้วจงึน าไปบม่ 
 

ท าการทรานฟอร์มรีคอมบิแนนท์พลาสมิดเข้าคอมพีเทนต์เซลล์ดงัรายละเอียดท่ี
ได้ระบใุนหวัข้อ 3.8.4 จากนัน้สกดัพลาสมิดจาก E. coli และท าให้บริสทุธ์ิด้วยชดุสกดัพลาสมิด 
PureLink™ Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, USA) ตามวิธีดงักล่าวมาแล้วข้างต้นข้อ 
3.6.4 น า pAG414GPD/Opt pfCA1, Opt pfCA2 (C-Flag) และ pAG414GAL/Opt pfCA1, Opt 
pfCA2 (C-Flag) มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Xho I ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 
3.33 บม่ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง หยุดยัง้ปฏิกิริยาโดยบม่ท่ีอุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส 
ตามวิธีท่ีกลา่วไว้ในข้อ 3.6.1 จากนัน้น าพลาสมิดท่ีได้ไปตรวจสอบความถกูต้องของล าดบัเบสโดย
บริษัท First Base, Singapore 
 
 
 
 
 
 

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร (µl ) 

TE บฟัเฟอร์, pH 8.0 - 4 
pENTR™3C/Opt pfCA1 (C-Flag), 
pENTR™3C/Opt pfCA2 (C-Flag) 

50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 2 

pAG414GPD-ccdB-HA,   
pAG414GAL-ccdB-HA   

50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร 2 

LR Clonase™ II Enzyme Mix - 2 
ปริมาตรสุทธิ - 10 
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ตารางที่ 3.33 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาตัดจ าเพาะของ pAG414GPD/Opt 
pfCA1, Opt pfCA2 (C-Flag) และ pAG414GAL/Opt pfCA1, Opt pfCA2 (C-Flag)  

 
 

3.12 ศึกษาฟีโนไทป์ของยีสต์ nce103 และผลของการทดแทนหน้าที่ของยีน NCE103 
โดยยีน pfCA และ hCAII ตามล าดับ  
 

3.12.1 ศึกษาฟีโนไทป์ของยีสต์ nce103 ภายใต้สภาวะมีออกซิเจนและมี CO2 
ร้อยละ 0.035 เทียบกับสภาวะไม่มีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 20 

 
น ายีสต์สายพนัธุ์ BP-9 และ BP-15 (ตารางท่ี 3.1) มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง 

synthetic dextrose (SD) ท่ีมีการเติมกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นตอ่การเจริญของยีสต์สายพนัธุ์  BP-9 
และ BP-15 (ภาคผนวก ก) โดยใช้ไม้จิม้ฟันขีดเชือ้ลงบนอาหารแข็ง แล้วน าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะมีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 0.035 เทียบกบัสภาวะไม่มีออกซิเจน
และมี CO2 ร้อยละ 20 เป็นเวลา 3-4 วนั ดผูลของการเจริญท่ีเกิดขึน้โดยใช้ยีสต์สายพนัธุ์  BP-9 
เป็นชดุควบคมุผลบวก 

 
 

ส่วนประกอบ ปริมาตร (µl) ความเข้มข้นสุดท้าย 
น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 39 - 
10X NEBuffer 4 5 1 เทา่ 
100X BSA  0.5 1 เทา่ 
pAG414GPD/Opt pfCA1 หรือ  
Opt pfCA2 (C-Flag) หรือ  
pAG414GAL/Opt pfCA1 หรือ  
Opt pfCA2 (C-Flag) 

5 1 ไมโครกรัม 

Xho I 0.5 5 ยนูิต 
ปริมาตรสุทธิ 50 - 
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3.12.2 ศึกษาผลของการทดแทนหน้าที่ของยีน NCE103 โดยยีน pfCA และ hCAII 
ตามล าดับ 

 
น ายีสต์สายพนัธุ์ BP-15 (ตารางท่ี 3.1) มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว YPAUD 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะไม่มีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 20 ข้ามคืน 
จากนัน้น า PYES2, pAG414GPD-ccdB-HA, pAG414GAL-ccdB-HA, pYES2/NCE103 (C-
Flag),  pYES2/NCE103 (N-Flag), pYES2/NCE103, pAG414GPD/NCE103 (C-Flag), 
pAG414GAL/NCE103 (C-Flag), pYES2/pfCA418 (C-Flag), pYES2/pfCA235 (C-Flag), 
pYES2/Opt pfCA1 (C-Flag), pYES2/Opt pfCA2 (C-Flag), pAG414GPD/Opt pfCA1, Opt 
pfCA2 (C-Flag), pAG414GAL/Opt pfCA1, Opt pfCA2 (C-Flag), pAG414GPD/hCAII (C-
Flag) และ pAG414GAL/hCAII (C-Flag) มาชกัน าเข้าสู่ยีสต์สายพนัธุ์ BP-15 ตามล าดบั (ตาราง
ท่ี 3.1) ด้วยวิธี Lithium acetate (LiAc) (Gietz และคณะ, 1995) แตด่ดัแปลงไปจากเดิม โดยน า
เซลล์ยีสต์ท่ีเลีย้งข้ามคืนมานบัจ านวน จนกระทัง่มีความเข้มข้นของเซลล์แขวนลอยเป็น 2 x 107 
เซลล์ต่อมิลลิลิตร แล้วถ่ายเชือ้ ใส่ลงในหลอดเซนทริฟิวจ์ น าไปหมุนเหว่ียงเพ่ือแยกเซลล์ท่ี
ความเร็ว 7,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที เทสว่นน า้ใสทิง้และละลายตะกอนเซลล์ด้วยน า้กลัน่
ปลอดเชือ้ และหมนุเหว่ียงท่ีความเร็ว 7,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาทีอีกครัง้เพ่ือแยกเซลล์ เท
สว่นน า้ใสทิง้ จากนัน้เตมิ 0.1 โมลาร์ LiAc ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และถ่ายใส่หลอดไมโครฟิวจ์ น าไป
หมนุเหว่ียงเพ่ือแยกเซลล์ท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 วินาที ดดูส่วนใสออกและ
ละลายตะกอนเซลล์ด้วย LiAc ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ระหว่างท่ีป่ัน
แยกเซลล์ให้บ่ม carrier DNA (ภาคผนวก ข) ในน า้เดือดเป็นเวลา 5 นาทีและท าให้เย็นอย่าง
รวดเร็วโดยการแช่ในน า้แข็งทนัที ถ่ายเซลล์แขวนลอยท่ีเตรียมไว้ใส่หลอดไมโคฟิวจ์หลอดละ 50 
ไมโครลิตร หมุนเหว่ียงเพ่ือแยกตะกอนเซลล์ และละลายตะกอนเซลล์ท่ีได้โดยการเติมร้อยละ 50 
ของ PEG MW 3,350 (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 240 ไมโครลิตร, LiAc เข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 36 
ไมโครลิตร carrier DNA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 25 ไมโครลิตรและดีเอ็นเอ
ท่ีต้องการชกัน าเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านปริมาณ 1 ไมโครกรัม ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตามล าดบัผสม
เข้ากนัด้วยเคร่ืองเขยา่ผสม จากนัน้บม่ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที และฮีทช๊อค
ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 20 นาทีตามล าดับ น ามาป่ันเพ่ือแยกตะกอนเซลล์ท่ี
ความเร็ว 6,500 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 15 วินาที แล้วดดูส่วนน า้ใสออก ละลายตะกอนเซลล์ท่ีได้
ด้วยน า้กลั่นปลอดเชือ้ปริมาตร 150 ไมโครลิตร และน าเซลล์มาเกล่ียในอาหาร synthetic 
dextrose (SD) medium ท่ีมีการเตมิกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นตอ่การเจริญของยีสต์สายพนัธุ์ BP-15 แต่
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ไม่เติมยูราซิล (SD-Ura) ส าหรับรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอท่ีอยู่ในเวคเตอร์ pYES2 และไม่เติมทริป
โตเฟน (SD-Trp) ส าหรับรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอท่ีอยู่ในเวคเตอร์ pAG414GPD-ccdB-HA และ 
pAG414GAL-ccdB-HA (ภาคผนวก ก) เพ่ือคดัเลือกเซลล์เจ้าบ้านท่ีได้รับเอกเพรสชนัพลาสมิดช
นิดต่างๆ จากนัน้บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะท่ีไม่มีออกซิเจนและมีก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 20 เป็นเวลา 3-4 วนั ซึ่งยีสต์ทรานสฟอร์แมนท์ท่ีได้จะเก็บรักษาไว้ท่ี
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จากนัน้น าทรานสฟอร์แมนท์มาเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง 
synthetic dextrose ท่ีมีการเติมกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นตอ่การเจริญของยีสต์สายพนัธุ์  BP-15 แตไ่ม่
เติมทริปโตเฟน (SD-Trp) ส าหรับรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอท่ีอยู่ในเวคเตอร์ pAG414GPD-ccdB-HA 
และ synthetic galactose ท่ีมีการเติมกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นตอ่การเจริญของยีสต์สายพนัธุ์  BP-15 
แต่ไม่เติมทริปโตเฟน (SG-Trp) (ภาคผนวก ก) ส าหรับรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอท่ีอยู่ในเวคเตอร์ 
pAG414GAL-ccdB-HA และ synthetic galactose ท่ีมีการเติมกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นตอ่การเจริญ
ของยีสต์สายพนัธุ์ BP-15 แตไ่มเ่ตมิยรูาซิล (SG-Ura) (ภาคผนวก ก) ส าหรับรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอ
ท่ีอยู่ในเวคเตอร์ pYES2 โดยท าการเตรียมเชือ้ให้มีความเข้มข้นต่างๆ ตัง้แต ่106 – 104 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร โดยใช้ฮีมาไซโตมิเตอร์แล้วท าการป๊ัมลงบนอาหารแข็งชนิดตา่งๆข้างต้น แล้วน าไปบม่ท่ี
อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะมีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 0.035 เทียบกับสภาวะ
ไม่มีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 20 เป็นเวลา 5 วนั ดผูลของการเจริญท่ีเกิดขึน้โดยใช้เวคเตอร์ 
pYES2 หรือ pAG414GPD-ccdB-HA หรือ pAG414GAL-ccdB-HA เป็นชดุควบคมุผลลบ 

 
 

3.13 ศึกษาการแสดงออกของโปรตีน Nce103, pfCA และ hCAII ในยีสต์กลายพันธ์ุ โดย
วิธีเวสเทร์ินบลอต 
 

3.13.1 การสกัดโปรตีนส าหรับวิเคราะห์โดยวิธีเวสเทร์ินบลอต  
 
น ายีสต์ทรานสฟอร์แมนท์ท่ีได้จากข้อ 3.12.2 มาเลีย้งลงบนอาหารแข็ง synthetic 

dextrose ท่ีไม่เติมทริปโตเฟน (SD-Trp) ส าหรับรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอท่ีอยู่ในเวคเตอร์ 
pAG414GPD-ccdB-HA และ synthetic galactose ท่ีไม่เติมยรูาซิล (SG-Ura) (ภาคผนวก ก) 
ส าหรับรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอท่ีอยู่ในเวคเตอร์ pYES2 น าไปบ่มในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ภายใต้สภาวะไม่มีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 20 และภายใต้สภาวะมีออกซิเจนและมี 
CO2 ร้อยละ 0.035 เป็นเวลา 3-4 วนั จากนัน้เข่ียเชือ้มาลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ท่ีมีน า้ปลอด
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เชือ้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นบัปริมาณเซลล์แขวนลอยด้วยฮีมาไซโทมิเตอร์ แล้วปรับความเข้มข้น
สดุท้ายของเซลล์แขวนลอยให้เป็น 1 x 107 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร แล้วน าไปป่ันท่ีความเร็ว 12,000 รอบ
ตอ่นาทีเป็นเวลานาน 2 นาทีท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้เทส่วนใสทิง้ ใช้นิว้เคาะหลอดไม
โครเซนตริฟิวจ์เบาๆ ให้ตะกอนเซลล์กระจาย ป่ันล้างด้วยน า้ปลอดเชือ้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท่ี
ความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลานาน 2 นาทีท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทส่วนใสทิง้ ป่ัน
ล้างด้วย buffer A (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 500 ไมโครลิตรท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาทีเป็น
เวลานาน 2 นาทีท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทส่วนใสทิง้ เติม buffer B (ภาคผนวก ข) ปริมาตร 
20-80 ไมโครลิตรทิง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้องนาน 5 นาที แล้วน าไปต้มในน า้เดือดนาน 8 นาที จากนัน้แช่
ในน า้แข็งทนัที น าไปป่ันท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลานาน 2 นาทีท่ีอณุหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เก็บสว่นใสใสใ่นหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์หลอดใหมเ่ก็บท่ีอณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส 

 
3.13.2 การวัดปริมาณโปรตีนโดยวิธี Bicinchoninic Acid Assay (ฺฺBCA assay) 

 
ท าการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA assay โดยใช้ชดุทดสอบ BCATM 

protein assay kit ของบริษัท PIERCE ตามค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิต ดงันี ้ เตรียม working 
reagent ด้วยการผสมรีเอเจนต์ A กบั รีเอเจนต์ B ในอตัราส่วน A:B = 50:1 จากนัน้เตรียมสาร
มาตรฐาน BSA และสารตวัอย่าง โดยท าการเจือจางสารมาตรฐาน BSA 2 มิลลิกรัมตอ่มิลลิตร 
ด้วยน า้ปลอดประจใุนถาดเลีย้งเซลล์ 96 หลมุ ซึ่งจะเจือจางลง 2 เท่าด้วยน า้ปลอดประจทุ าให้มี
ความเข้มข้นสดุท้าย 0 31.25 62.5 125 250 500 1000 และ 2000 ไมโครกรัมตอ่มิลลิตร และสาร
ตวัอย่างเจือจางท่ีความเข้มข้น 1:10 จ านวน 10 ไมโครลิตรด้วยน า้ปลอดประจุ (ท าสองหลมุตอ่
หนึ่งตวัอย่าง) เติม working reagent ลงไปในหลมุท่ีมีสารมาตรฐานและสารตวัอย่างหลมุละ 200 
ไมโครลิตร เขย่าถาดเลีย้งเซลล์ 96 หลมุ เบาๆประมาณ 30 วินาที ก่อนน าไปเข้าตู้บม่ 37 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที จากนัน้น าถาดเลีย้งเซลล์ 96 หลมุออกมาวางไว้ให้เย็นท่ีอณุหภูมิห้อง
ประมาณ 2-3 นาที แล้วน าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตรโดยใช้เคร่ือง 
microplate reader 
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3.13.3 การแยกโปรตีนโดยวิธี SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) 

 
เตรียมเจล SDS-polyacrylamide gel ขนาด 8.3 x 8.3 เซนติเมตร หนา 1.5 

มิลลิเมตร โดย separating gel และ stacking gel ใช้ acrylamide ความเข้มข้น 12% และ 5% 
ตามล าดบั (ภาคผนวก ข) เตรียมตวัอย่างทดสอบปริมาณ 50 ไมโครกรัม โดยปรับให้มีปริมาตร 15 
ไมโครลิตรด้วยน า้ปลอดประจุ เติม staining buffer 15 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากนั น าไปต้มท่ี 100 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาทีเพ่ือท าลายโครงสร้างทตุิยภูมิของโปรตีน หยอดสารละลายโปรตีน
แตล่ะตวัอย่างและโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบน า้หนกัโมเลกลุลงในช่อง SDS-polyacrylamide gel 
ท าการแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้าคงท่ี 90 โวลต์ เป็นเวลา 90 นาที ใน Western blot running 
buffer (ภาคผนวก ข) โดยใช้ชดุเคร่ืองมือ Protein III System ของบริษัท Bio-Rad, USA 

 
3.13.4 การถ่ายโอนโปรตีนจากเจลไปยัง polyvinylidine fluoride (PVDF) 

membrane 
 

หลงัจากแยกโปรตีนด้วยวิธีข้างต้นแล้ว ตดับริเวณ stacking gel ทิง้ วดัขนาดของ
เจล น าเจลไปแช่ใน transfer buffer (ภาคผนวก ข) วางบนเคร่ืองเขย่าประมาณ 5 นาที ตดั
กระดาษกรองและ PVDF membrane ให้มีขนาดเท่ากบัเจลจ านวน 6 แผ่น และ 1 แผ่นตามล าดบั 
น าแผ่น PVDF membrane แช่ในเมทานอลสมับรูณ์ (absolute methanol) ให้ซึมทัว่ทัง้แผ่น ล้าง
ด้วยน า้ปลอดประจุ 2 ครัง้ แล้วน ามาแช่ใน transfer buffer จากนัน้น ากระดาษกรองท่ีแช่ใน 
transfer buffer จ านวน 3 แผ่น PVDF membrane เจล และ กระดาษกรองท่ีแช่ใน transfer buffer 
จ านวน 3 แผ่น วางบนเคร่ือง Semi-dry transfer apparatus ตามล าดบั ท าการไล่ฟองอากาศโดย
กลิง้หลอดแก้วบนกระดาษกรอง และ PVDF membrane เบาๆ 3 ครัง้ไปในทิศทางเดียวกนั หยด 
transfer buffer ปริมาตรเพียงเล็กน้อย ปิดฝาเคร่ือง semi-dry Western blot ท าการส่งถ่ายโปรตีน
จากเจลไปยงั PVDF membrane โดยใช้กระแสไฟฟ้าคงท่ี 80 มิลลิแอมแปร์ เป็นเวลา 90 นาที ตอ่
เจลหนึง่แผน่ 
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3.13.5 การวิเคราะห์การแสดงออกโดยวิธีเวสเทิร์นบลอตโดยใช้แอนติบอดีที่
จ าเพาะต่อ Flag tag และ แอคตนิ 
 

ปิดสวิตซ์ power supply ของเคร่ือง semi-dry Western blot จากนัน้เปิดฝา
เคร่ืองแกะ PVDF membrane มาแช่ใน blocking solution (ภาคผนวก ข) เป็นเวลา 5 นาที 2 ครัง้ 
น ามาแชใ่นแอนตบิอดีปฐมภมูิ (primary antibody) ท่ีจ าเพาะตอ่โปรตีนท่ีต้องการตรวจสอบซึ่งเจือ
จางใน blocking solution (ภาคผนวก ข) ตามตารางท่ี 3.4 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร เก็บในตู้ เย็น 4 
องศาเซลเซียสทิง้ไว้ข้ามคืน จากนัน้น ามาวางบนเคร่ืองเขย่าเป็นเวลา 60 นาที น า PVDF ออกจาก
สารละลายแอนติบอดีปฐมภูมิ ล้าง PVDF membrane ด้วย PBST เป็นเวลา 5 นาที 2 ครัง้ 15 
นาที 2 ครัง้ เท PBST ทิง้ เติมแอนติบอดีทตุิยภูมิ (secondary antibody) ท่ีมี Horse-radish 
peroxidase ติดฉลากอยู่ ซึ่งเจือจางใน blocking solution ตามตารางท่ี 3.4 ปริมาตร 4 มิลลิลิตร 
วางบนเคร่ืองเขย่าเป็นเวลา 60 นาที ล้าง PVDF membrane ด้วย PBST เป็นเวลา 5 นาที 2 ครัง้ 
15 นาที 3 ครัง้ 

 
3.13.6 การตรวจสัญญาณด้วยวิธี chemiluminescence และ การท าให้เกิด

สัญญาณบนแผ่นฟิลม์ X-ray 
 

เตรียมซบัสเตรตของ Horse-radish peroxidase โดยใช้ ECL Western Blot 
Reagent โดยผสมรีเอเจนต์ 1 กบั รีเอเจนต์ 2 ในอตัราส่วน 1:1 (v/v) น า PVDF membrane แช่ลง
ไปในซบัสเตรต นาน 1 นาที ใช้ปากคีบคีบเมมเบรนวางลงบนพลาสติกใส (wrap membrane) 
และปิดทบัเมมเบรน ใช้กรรไกรตดัพลาสติกใสให้ห่างจากเมนเบรนเล็กน้อย น าไปวางบนถาด
ประกบฟิล์ม ใช้เทปกาวตดิทัง้ส่ีมมุ ปิดฝาถาด น าไปประกบฟิล์ม X-ray นาน 5 นาที และล้างฟิล์ม 
X-ray ในห้องมืด 
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3.14 ศึกษาการแสดงออกของยีน NCE103, pfCA และ hCAII ในยีสต์กลายพันธ์ุ โดยวิธี 
reverse transcription-PCR  
 

3.14.1 การสกัด RNA ด้วยชุดสกัดส าเร็จรูป  
 

สกัด RNA ด้วยชดุสกัด RNA MasterPureTM Yeast RNA Purification Kit 
(EPICENTRE, USA) โดยน ายีสต์ทรานสฟอร์แมนท์ท่ีได้จากข้อ 3.12.2 มาเลีย้งลงบนอาหารแข็ง 
synthetic galactose ท่ีไม่เติมทริปโตเฟน (SG-Trp) ส าหรับรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอท่ีอยู่ในเวคเตอร์ 
pAG414GAL-ccdB-HA และ synthetic galactose ท่ีไม่เติมยรูาซิล (SG-Ura) (ภาคผนวก ก) 
ส าหรับรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอท่ีอยู่ในเวคเตอร์ pYES2 น าไปบ่มในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ภายใต้สภาวะไม่มีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 20 เป็นเวลา 3-4 วนั จากนัน้เข่ียเชือ้มา
ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ท่ีมีน า้ปลอดเชือ้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นบัปริมาณเซลล์แขวนลอย
ด้วยฮีมาไซโทมิเตอร์ แล้วปรับความเข้มข้นสดุท้ายของเซลล์แขวนลอยให้เป็น 1 x 107 เซลล์ตอ่
มิลลิลิตร แล้วน าไปป่ันท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลานาน 2 นาทีท่ีอณุหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จากนัน้เทสว่นใสทิง้ ใช้นิว้เคาะหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์เบาๆ ให้ตะกอนเซลล์กระจาย ป่ัน
ล้างด้วยน า้ปลอดเชือ้ปลอด RNAase ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาทีเป็น
เวลานาน 2 นาทีท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เทส่วนใสทิง้ เติม Extraction Reagent for RNA 300 
ไมโครลิตรท่ีผสม Proteinase K 50 ไมโครกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนั
ด้วยเคร่ืองป่ันผสมสารนาน 10 วินาที บม่ท่ีอณุหภูมิ 70 องศาเซลเซียสนาน 10 นาที จากนัน้แช่ใน
น า้แข็ง 5 นาที เติม MPC 175 ไมโครลิตร กลบัหลอดไปมา 60 ครัง้ แล้วแช่ในน า้แข็ง 5 นาที ป่ันท่ี
ความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลานาน 10 นาทีท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้จึงดดู
สว่นใสใสห่ลอดใหม ่เตมิไอโซโพรพานอล 500 ไมโครลิตร กลบัหลอดไปมา 60 ครัง้ ป่ันท่ีความเร็ว 
12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลานาน 10 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดดูสารละลายทิง้ เติม 
DNaseI Solution 200 ไมโครลิตร บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที เติม 2XT&C 200 
ไมโครลิตร กลบัหลอดไปมา 60 ครัง้ เติม MPC 200 ไมโครลิตร กลบัหลอดไปมา 60 ครัง้ แช่ใน
น า้แข็ง 5 นาที ป่ันท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลานาน 10 นาทีท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส จากนัน้จงึดดูสว่นใสใสห่ลอดใหม ่เติมไอโซโพรพานอล 500 ไมโครลิตร กลบัหลอดไปมา 
60 ครัง้ ป่ันท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลานาน 10 นาทีท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดดู
สารละลายทิง้ เตมิร้อยละ 70 เอทานอล ป่ันท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลานาน 10 นาที
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ท่ีอณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ละลายตะกอน RNA ด้วยบฟัเฟอร์ TE 20 ไมโครลิตรท่ีผสม RNAase 
inhibitor 0.57 ไมโครลิตร เก็บท่ีอณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส 

 
3.14.2 การวัดปริมาณ RNA 

 
น าสารละลาย RNA ท่ีสกัดได้ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร โดยใช้เคร่ืองสเปคโตรโฟโต้มิเตอร์ NanoDrop 2000 
และใช้บฟัเฟอร์ TE เป็นตวัเปรียบเทียบ (blank) ความบริสทุธ์ิของ RNA ค านวณได้จากอตัราส่วน
ระหว่าง A260/A280 คา่ท่ีเหมาะสมควรอยู่ในช่วง 1.8-2.0 ถ้าคา่น้อยกว่า 1.8 แสดงว่ามีโปรตีน
ปนเปือ้นสงู ถ้าคา่มากกวา่ 2.0 แสดงวา่มี DNA ปนเปือ้นสงู 

 
3.14.3 การสังเคราะห์คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (cDNA) โดยรีเวอร์สทรานสคริป

เทส 
 

ใช้ RNA ตวัอย่างท่ีเตรียมได้ตามข้อ 3.14.1 จ านวน 1 ไมโครกรัมตอ่ปฏิกิริยา 
เป็นต้นแบบในการสงัเคราะห์คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอโดยใส่ในหลอดพีซีอาร์  จากนัน้เติม random 
hexamer ความเข้มข้น 0.2 ไมโครกรัมตอ่ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เติมน า้ปลอดประจุ
ปลอด RNAase จนปริมาตรครบ 12.5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองป่ันผสมสารและป่ัน
เหว่ียงให้สารละลายตกลงท่ีก้นหลอดพีซีอาร์ประมาณ 2-3 วินาที น าไปใส่ในเคร่ืองเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอ (Thermal Cycler; Perkin Elmer, USA) โดยตัง้อณุหภูมิท่ี 65 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
และ 4 องศาเซลเซียสนาน 5 นาที น ามาเติม 5X Reverse Transcriptase buffer ปริมาตร 4 
ไมโครลิตร dNPT mix ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ปริมาตร 2 ไมโครลิตร Ribonuclease inhibitor 
ความเข้มข้น 40 ยนูิต/ไมโครลิตร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองป่ันผสมสาร
และป่ันเหว่ียงให้สารละลายตกลงท่ีก้นหลอดพีซีอาร์ประมาณ 2-3 วินาที ตัง้ไว้ท่ีอณุหภูมิห้องนาน 
5 นาที เติม Reverse Transcriptase ความเข้มข้น 200 ยนูิต/ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ตัง้
ไว้ท่ีอณุหภูมิห้อง นาน 10 นาที จากนัน้ด าเนินปฏิกิริยาท่ีอณุหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ท่ีอณุหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที แล้วหยดุปฏิกิริยาท่ีอณุหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที ด้วยเคร่ืองเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ เก็บรักษาคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอท่ีได้เก็บท่ี
อณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส หรือน าไปท าปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสตอ่ไป 
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3.14.4 ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  
 

ด าเนินปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอจากข้อ 3.14.3 
เป็นต้นแบบในปฏิกิริยา โดยใช้ไพรเมอร์ c-pfCA_F, c-pfCA_R, c-Opt pfCA1_F, c-Opt 
pfCA1_R, c-Opt pfCA2_F, c-Opt pfCA2_R, c-NCE_F, c-NCE_R, c-hCAII_F และ c-
hCAII_R ตามตารางท่ี 3.3 และใช้ไพร์เมอร์ท่ีจ าเพาะกบัยีนแอคตินเป็นชดุควบคุมผลบวกโดยมี
สว่นผสมของปฏิกิริยาดงัตารางท่ี 3.34 
 
ตารางท่ี 3.34 สารละลายที่ใช้เป็นส่วนผสม ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (RT-PCR)   

ส่วนประกอบ ความเข้มข้น ปริมาตร 
(ไมโครลิตร) 

ความเข้มข้นสุดท้าย 

10X Buffer  10 เทา่ 2.5  1 เทา่ 
dNPT mix 10 มิลลิโมลาร์ 0.5  200 ไมโครโมลาร์ 
Forward primer 10 ไมโครโมลาร์ 1.25  0.5 ไมโครโมลาร์ 
Reverse primer 10 ไมโครโมลาร์ 1.25  0.5 ไมโครโมลาร์ 
Taq DNA polymerase 5 ยนูิต/ไมโครลิตร 0.2  1 ยนูิต 
น า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ - 17.3  - 
คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ - 2  100 นาโนกรัม 
ปริมาตรสทุธิ - 25  - 

 
โดยใช้ภาวะของปฏิกริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสดงันี ้95 องศาเซลเซียส 5 นาที ; 95 

องศาเซลเซียส 30 วินาที, 64 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 72 องศาเซลเซียส 1 นาที, 35 รอบ; 72 
องศาเซลเซียส 10 นาที ส าหรับไพร์เมอร์ c-pfCA_F, c-pfCA_R, c-NCE_F, c-NCE_R, c-
hCAII_F และ c-hCAII_R เก็บผลิตภณัฑ์ลกูโซ่พอลิเมอเรสท่ี 4 องศาเซลเซียส และใช้ภาวะ 95 
องศาเซลเซียส 5 นาที ; 95 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 49 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 72 องศา
เซลเซียส 1 นาที, 35 รอบ; 72 องศาเซลเซียส 10 นาที ส าหรับไพร์เมอร์ c-Opt pfCA1_F, c-Opt 
pfCA1_R, c-Opt pfCA2_F, c-Opt pfCA2_R เก็บผลิตภณัฑ์ลกูโซ่พอลิเมอเรสท่ี 4 องศาเซลเซียส 
แล้วตรวจสอบผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสตามวิธี
ท่ีกลา่วไว้ในข้อ 3.6.1  
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บทที่  4 

ผลการทดลอง 
 
จากการศกึษาของ Krungkrai และคณะ (2008) พบวา่เชือ้มาลาเรียไม่สามารถสงัเคราะห์

เบสพิวรีนได้ (Purine auxotroph) แตส่ามารถสงัเคราะห์เบสไพริมิดีนได้ โดยมีเอนไซม์คาร์บอนิค
แอนไฮเดรส (CA) ซึง่เป็นเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบัวิถีการสงัเคราะห์เบสไพริมิดีนในขัน้ตอนแรกๆ และ
เอนไซม์ชนิดนีย้ังแตกต่างจากในมนุษย์ด้วย เม่ือยับยั ง้เอนไซม์ดังกล่าวผู้ ป่วยก็ยังสามารถ
สงัเคราะห์ไพริมิดีนได้จากวิถีการสงัเคราะห์อีกวิถีหนึง่  ซึ่งความแตกตา่งนีท้ าให้เอนไซม์คาร์บอนิค
แอนไฮเดรสของเชือ้มาลาเรียน่าจะเป็นเป้าหมายส าคญัส าหรับการหาสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพ
ชนิดใหมเ่พ่ือน าไปสูก่ารพฒันาเป็นยารักษาโรคมาลาเรียตอ่ไป ในยีสต์ยงัมียีนท่ีท าหน้าท่ีประมวล
รหสัเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสคือ ยีน NCE103 ซึง่เม่ือท าการท าลายยีนนีจ้ะส่งผลให้ยีสต์สาย

พนัธุ์กลาย (nce103) นีไ้ม่สามารถเจริญได้ในท่ีมีออกซิเจน แต่สามารถเจริญได้ในท่ีๆขาด
ออกซิเจน (Clark และคณะ, 2004) และยงัได้ศึกษาถึงการทดแทนหน้าท่ีของเอนไซม์คาร์บอนิค
แอนไฮเดรสโดยใช้เอนไซม์นีจ้ากสิ่งมีชีวิตอ่ืนซึ่งได้แก่ CA ของต้นยาสูบ และ CA จากมนุษย์ 
(hCAII) ซึง่ก็พบวา่ CA จากสิ่งมีชีวิตทัง้จากต้นยาสบูและจากมนษุย์สามารถทดแทนการท าหน้าท่ี
ของ CA ในยีสต์ S. cerevisiae ได้ (Clark และคณะ, 2004) ในงานวิจยันีจ้ึงได้ตัง้สมมตุิฐานว่า 
CA จากเชือ้มาลาเรียก็นา่จะสามารถทดแทนการท าหน้าท่ี CA ในยีสต์ได้เชน่กนั 
 
4.1 การกลายพันธ์ุยีสต์ S. cerevisiae โดยการท าลายยีน NCE103 โดยแทนที่ด้วยยีน 
URA3 
 

4.1.1 เพิ่มปริมาณดีเอ็นของยีน loxP-URA3-loxP ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
 

การท าลายยีน NCE103 โดยใช้ชิน้ส่วน loxP-URA3-loxP เข้าไปแทนท่ียีน 
NCE103 (Carbonic anhydrase-like enzyme) ในโครโมโซมของยีสต์ โดยออกแบบไพร์เมอร์ซึ่ง
ใช้ pUG72 (Euroscarf, Germany ดงัภาพท่ี 3.1) เป็นดีเอ็นเอแม่แบบโดยฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ 
(ตารางท่ี 3.3) ประกอบด้วย 41 เบส ของบริเวณด้านปลาย 5’ ของยีน NCE103 เช่ือมตอ่กับ 19 
เบสของ loxP ซึ่งจ าเพาะกับยีน loxP-URA3-loxP ของพลาสมิด pUG72 และรีเวิร์สไพรเมอร์ 
(ตารางท่ี 3.3) ประกอบด้วย 40 เบส ของบริเวณด้านปลาย 3’ ของยีน NCE103 เช่ือมตอ่กับ 20 
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เบสของ loxP ซึ่งจ าเพาะกบัยีน loxP-URA3-loxP ของพลาสมิด pUG72 ไพร์เมอร์ทัง้สองจะใช้ใน
การเพิ่มจ านวนยีน loxP-URA3-loxP จากตรวจสอบผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส
ด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ซึ่งท าโดยเตรียมอะกาโรสเข้มข้น 1.0% หลอมในบฟัเฟอร์ 
1XTAE พบว่าได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีขนาด 1,642 คู่เบสซึ่งมีขนาดเท่ากันกับขนาดของชิน้ส่วน loxP-
URA3-loxP (ดงัภาพท่ี 4.1)  
 

 
 
ภาพที่  4.1 ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เพ่ือเพิ่มปริมาณยีน loxP-

URA3-loxP 
1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 

  2-4  คือ ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณยีนด้วยไพรเมอร์ (nce103) ท่ีจ าเพาะกบัยีน 
loxP-URA3-loxP 

5  คือ ชุดควบคมุผลลบของไพรเมอร์ (nce103) ท่ีจ าเพาะกับยีน loxP-
URA3-loxP  
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4.1.2 ตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด (pGEM T-Easy/loxP-
URA3-loxP) โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 
น า pGEM T-Easy/loxP-URA3-loxP มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoR I ซึ่งมี

ส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.8 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2  ชั่วโมง 
หยดุยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดี
เอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส พบว่าได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีขนาด 1,642 คู่เบสซึ่งมีขนาด
เท่ากนักบัขนาดของชิน้ส่วน loxP-URA3-loxP และ 3,000 คูเ่บสซึ่งมีขนาดเท่ากบั pGEM T-Easy 
เวคเตอร์ (ดงัภาพท่ี 4.2) เม่ือท าการตรวจสอบล าดบัเบสโดยบริษัท First Base, Singapore พบว่า
ล าดบัเบสมีความถกูต้อง 
 

 
 
ภาพที่ 4.2 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoR I ของ pGEM T-

Easy/loxP-URA3-loxP 
1     คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder  
2-3 คือ ชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ loxP-URA3-loxP (1,642 bp) และ pGEM T-

Easy เวคเตอร์ (3,000 bp)  
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4.1.3 ทรานสฟอร์มชิน้ส่วน loxP-URA3-loxP จากข้อ 4.1.2 เข้าสู่เซลล์ยีสต์สาย
พันธ์ุ BP-9 

 
น าชิน้ส่วน loxP-URA3-loxP จากข้อ 4.1.2 มาชักน าเข้าสู่ยีสต์สายพันธุ์  BP-9 

(ตารางท่ี 3.1) ด้วยวิธี Lithium acetate (LiAc) (Gietz และคณะ, 1995) และน าเซลล์มาเกล่ียใน
อาหาร synthetic complete (SC) medium ท่ีขาดยรูาซิล (SC-Ura) (ภาคผนวก ก) เพ่ือคดัเลือก
เซลล์เจ้าบ้านท่ีได้รับยีน loxP-URA3-loxP จากนัน้บม่ท่ีอณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะ
ท่ีไม่มีออกซิเจนและมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 20 เป็นเวลา 3-4 วนั ยืนยนัผลการท าลาย
ยีนด้วยวิธีปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสโดยใช้ไพรเมอร์ 2 คู ่ซึ่งไพรเมอร์คูแ่รกออกแบบฟอร์เวิร์ดไพร
เมอร์ nce103_F1 ท่ีจ าเพาะตอ่ upstream regulatory region ของยีน NCE103 และรีเวิร์สไพร
เมอร์ nce103_R1 ท่ีจ าเพาะตอ่ยีน URA3 (ตารางท่ี 3.3) ส่วนไพร์เมอร์คูท่ี่สองออกแบบฟอร์เวิร์ด
ไพรเมอร์ nce103_F2 ท่ีจ าเพาะตอ่ยีน URA3 และรีเวิร์สไพรเมอร์ nce103_R2 ท่ีจ าเพาะต่อ 
downstream regulatory region ของยีน NCE103 (ตารางท่ี 3.3) ดงัภาพท่ี 3.5 โดยได้น า
โครโมโซมอลดีเอ็นเอของยีสตท์รานสฟอร์แมนท์ท่ีได้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบ และใช้โครโมโซมอลดีเอ็น
เอของยีสต์สายพนัธุ์  BP-9 เป็นชุดควบคมุผลลบตามล าดบั ตรวจสอบผลการท าลายยีนจาก
ปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส โดยถ้าหากท าลายยีน NCE103 ได้
ส าเร็จจะได้ผลิตภณัฑ์ลกูโซ่พอลิเมอเรสทัง้หมด 2 ชิน้มีขนาด 934 และ 1,483 คูเ่บส ตามล าดบั 
หากท าลายยีน NCE103 ไมส่ าเร็จจะไมส่ามารถสงัเคราะห์ผลิตภณัฑ์ลกูโซ่พอลิเมอเรสได้ และผล
การทดลองท่ีได้ พบว่าสามารถท าลายยีนได้ส าเร็จโดยได้ผลิตภัณฑ์ลูกโซ่พอลิเมอเรสท่ีมีขนาด
ตามท่ีคาดไว้ดงัภาพท่ี 4.3  
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ภาพที่  4.3 ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เพ่ือยืนยันการท าลายยีน 

NCE103 
 1  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 

2 และ 6 คือ ชดุควบคมุผลลบของไพร์เมอร์เม่ือไมเ่กิดการท าลายยีน NCE103 
3-5 คือ ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณด้วยไพร์เมอร์ nce103_F1 และ nce103_R1  
7-9 คือ ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณด้วยไพร์เมอร์ nce103_F2 และ nce103_R2 

 
4.1.4 การก าจัดยีน URA3 ที่เป็นยีนมาร์คเกอร์ซึ่งใช้ในการท าลายยีน NCE103 
 

เพ่ือน ายีนมาร์คเกอร์ URA3 กลบัมาใช้ใหม่จึงต้องมีการก าจดัยีนมาร์คเกอร์ซึ่งใช้
ในการท าลายยีน NCE103 โดยอาศยัเทคนิค Cre/loxP system (Gueldener และคณะ, 2002)
โดยการน าพลาสมิด pSH63 (Euroscarf, Germany ดงัภาพท่ี 3.6 มีการแสดงออกของยีน Cre 
recombinase ภายใต้การควบคมุโดย GAL1 promoter และมีทริปโตเฟนเป็นมาร์คเกอร์) เข้าสู่
ยีสต์กลายพนัธุ์ BP-12 (ตารางท่ี 3.1) จากนัน้คดัเลือกโคโลนีจากเพลทต้นแบบท่ีไม่เจริญบนจาน
เพาะเชือ้ท่ีมีอาหาร SC-Ura และยืนยนัผลการก าจดัยีนโดยใช้วิธีการสกดัโครโมโซมอลดีเอ็นเอจาก
ยีสต์ ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.6 และด าเนินปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส จากการตรวจสอบ
ด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส พบว่าเกิดผลิตภณัฑ์ PCR ของ loxP (621 คูเ่บส) ดงัภาพท่ี 4.4 
ดงันัน้ยีสต์ดงักลา่ว (BP-15) จงึสามารถใช้ยีน URA3 เป็นยีนมาร์คเกอร์ได้อีกครัง้  
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ภาพที่  4.4 ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เพ่ือยืนยันการก าจัดยีน 

URA3 ออกจากยีสต์ BP-12 
 1  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
 2  คือ ชดุควบคมุผลลบของไพรเมอร์ nce103_F1 และ nce103_R2 

3-5 คือ ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณด้วยไพร์เมอร์ nce103_F1 และ nce103_R2 
 
 
4.2 การกลายพันธ์ุยีสต์ S. cerevisiae โดยการท าลายยีน PDR5 เพื่อเพิ่มความไวของสาร
ยับยัง้ต่อยีสต์ 
 

4.2.1 เพิ่มปริมาณดีเอ็นของยีน loxP-URA3-loxP โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
 

ยีน PDR5 (Plasma membrane ATP-binding cassette (ABC) transporter, 
Pleiotropic Drug Resistance) เป็นยีนประมวลรหสัโปรตีนท่ีท าหน้าท่ีป๊ัมสารออกสู่ภายนอกเซลล์ 
หากยีสต์ขาดยีน PDR5 จะส่งผลให้ยีสต์นัน้ไม่สามารถขบัสารขนาดเล็กออกนอกเซลล์ เซลล์ยีสต์
จึงมีความไวต่อสารต่างๆมากขึน้ ในการทดลองนีต้้องการท าลายยีน PDR5 โดยใช้ชิน้ส่วน loxP-
URA3-loxP เข้าไปแทนท่ียีน PDR5 ในโครโมโซมของยีสต์ โดยออกแบบไพร์เมอร์ซึ่งใช้ pUG72 
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(ดงัภาพท่ี 3.1) เป็นดีเอ็นเอแม่แบบโดยฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ประกอบด้วย 41 เบสของบริเวณด้าน
ปลาย 5’ ของยีน PDR5 เช่ือมต่อกบั 19 เบสของ loxP ซึ่งจ าเพาะกับยีน loxP-URA3-loxP ของ 
พลาสมิด pUG72 และรีเวิร์สไพรเมอร์ซึ่งประกอบด้วย 38 เบสของบริเวณด้านปลาย 3 ’ ของยีน 
PDR5 เช่ือมต่อกับ 20 เบสของ loxP ซึ่งจ าเพาะกับยีน loxP-URA3-loxP ของพลาสมิด pUG72 
ไพร์เมอร์ทัง้สองจะใช้ในการเพิ่มจ านวนยีน loxP-URA3-loxP จากการตรวจสอบผลิตภัณฑ์จาก
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิสตามวิธีดงักล่าวข้างต้น ผลการท า

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ทัง้สองชนิด (pdr5) พบว่าให้
ผลิตภณัฑ์ท่ีมีขนาด 1,642 คูเ่บสซึง่มีขนาดเทา่กนักบัชิน้สว่น loxP-URA3-loxP (ดงัภาพท่ี 4.5) 
 

 
 

ภาพท่ี 4.5 ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เพ่ือเพิ่มปริมาณยีน URA3 
1     คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 

 2-4  คือ ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณยีนด้วยไพรเมอร์ pdr5 ท่ีจ าเพาะกับยีน 
URA3 

5  คือ ชดุควบคมุผลลบของไพรเมอร์ pdr5 ท่ีจ าเพาะกบัยีน URA3  
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4.2.2 ตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด (pGEM T-Easy/loxP-
URA3-loxP) โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 
น า pGEM T-Easy/loxP-URA3-loxP มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoR I ซึ่งมี

ส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.8 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2  ชั่วโมง 
หยดุยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดี
เอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส พบว่าได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีขนาด 1,642 คู่เบสซึ่งมีขนาด
เท่ากนักบัขนาดของชิน้ส่วน loxP-URA3-loxP และ 3,000 คูเ่บสซึ่งมีขนาดเท่ากบั pGEM T-Easy 
เวคเตอร์ (ดงัภาพท่ี 4.6) เม่ือท าการตรวจสอบล าดบัเบสโดยบริษัท First Base, Singapore พบว่า
ล าดบัเบสมีความถกูต้อง  
 

 
 

ภาพที่ 4.6 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoR I ของ pGEM T-
Easy/loxP-URA3-loxP 

1     คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder  
2-3 คือ ชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ loxP-URA3-loxP (1,642 bp) และ pGEM T-

Easy เวคเตอร์ (3,000 bp) 
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4.2.3 น าชิน้ส่วน loxP-URA3-loxP มาชักน าเข้าสู่ยีสต์สายพันธ์ุ BP-9 
 

น าชิน้ส่วน loxP-URA3-loxP มาทรานฟอร์มเข้าสู่ยีสต์สายพันธุ์  BP-9 ด้วยวิธี 
Lithium acetate (LiAc) ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.6 และคดัเลือกทรานสฟอร์แมนต์บนอาหาร
เลีย้งเชือ้ synthetic complete medium ท่ีไม่เติม uracil (SC-Ura) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3-4 วนั ยืนยนัผลการท าลายยีน PDR5 ด้วยวิธีปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส โดย
ใช้ไพรเมอร์ 2 คู ่ซึ่งไพรเมอร์คูแ่รกออกแบบฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ pdr5_F1 ท่ีจ าเพาะตอ่ upstream 
regulatory region ของยีน PDR5 และรีเวิร์สไพรเมอร์ pdr5_R1 ท่ีจ าเพาะตอ่ยีน URA3 (ตารางท่ี 
3.3) ส่วนไพร์เมอร์คูท่ี่สองออกแบบฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ pdr5_F2 ท่ีจ าเพาะตอ่ยีน URA3 และรีเวิร์
สไพรเมอร์ pdr5_R2 ท่ีจ าเพาะตอ่ downstream regulatory region ของยีน PDR5 (ตารางท่ี 3.3) 
ดงัภาพท่ี 3.8 ตรวจสอบผลการท าลายยีน PDR5 โดยใช้โครโมโซมอลดีเอ็นเอของยีสต์ทรานส
ฟอร์แมนท์ท่ีได้เป็นดีเอ็นเอแม่แบบ และใช้โครโมโซมอลดีเอ็นเอยีสต์สายพันธุ์  BP-9 เป็นชุด
ควบคุมผลลบตามล าดบั จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส หากท าลายยีน PDR5 ได้ส าเร็จ
ผลิตภณัฑ์ลกูโซพ่อลิเมอเรสท่ีคาดว่าจะได้ทัง้หมด 2 ชิน้มีขนาด 768 และ 1,418 คูเ่บส ตามล าดบั 
และจากการตรวจสอบผลการทดลอง พบว่าสามารถท าลายยีนได้ส าเร็จโดยสามารถสงัเคราะห์
ผลิตภณัฑ์ลกูโซพ่อลิเมอเรสท่ีมีขนาดตามท่ีคาดไว้ ดงัภาพท่ี 4.7 และ 4.8 
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ภาพที่  4.7 ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เพื่อยืนยันการท าลายยีน 
PDR5 ด้วยไพร์เมอร์ pdr5_F1 และ pdr5_R1 

 1  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
2  คือ ชดุควบคมุผลลบของไพร์เมอร์เม่ือไมเ่กิดการท าลายยีน PDR5 
3, 4, 7 คือ ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณด้วยไพร์เมอร์ pdr5_F1 และ pdr5_R1 แตไ่ม่

เกิดการท าลายยีน  
5, 6, 8 คือ ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณด้วยไพร์เมอร์ pdr5_F1 และ pdr5_R1 เม่ือเกิด

การท าลายยีน 
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ภาพที่  4.8 ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เพ่ือยืนยันการท าลายยีน 
PDR5 ด้วยไพร์เมอร์ pdr5_F2 และ pdr5_R2 

 1  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
 2-4  คือ ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณด้วยไพร์เมอร์ pdr5_F2 และ pdr5_R2 
 
4.2.4 การก าจัดยีน URA3 ที่เป็นยีนมาร์คเกอร์ซึ่งใช้ในการท าลายยีน PDR5 
 

เพ่ือน ายีนมาร์คเกอร์ URA3 กลับมาใช้ใหม่ในงานวิจัยขัน้ต่อไปจึงต้องมีการ
ก าจดัยีนมาร์คเกอร์ซึ่งใช้ในการท าลายยีน PDR5 ซึ่งได้แทรกอยู่ในโครโมโซมของยีสต์สายพันธุ์ 
BP-13 โดยอาศยัเทคนิค Cre/loxP system น าพลาสมิด pSH63 (ดงัภาพท่ี 3.6 มีการแสดงออก
ของยีน Cre recombinase ภายใต้การควบคมุโดย GAL1 promoter และมีทริปโตเฟนเป็นมาร์ค
เกอร์) เข้าสูยี่สต์กลายพนัธุ์ BP-13 (ตารางท่ี 3.1) จากนัน้คดัเลือกโคโลนีจากจานเพาะเชือ้ต้นแบบ
ท่ีไม่เจริญในอาหารเลีย้งเชือ้ SC-Ura และยืนยนัผลการก าจดัยีนโดยใช้วิธีการสกดัโครโมโซมอลดี
เอ็นเอจากยีสต์ ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.6 และด าเนินปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสด้วยอะกาโรส
เจลอีเลคโทรโฟเรซิส ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.1 พบว่าเกิดผลิตภัณฑ์ของ loxP (376 คูเ่บส) 
เกิดขึน้ดงัภาพท่ี 4.9 แสดงให้เห็นว่ายีสต์ดงักล่าวได้สูญเสียยีนมาร์คเกอร์ URA3 ในโครโมโซม 
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ยีสต์สายพนัธุ์ BP-14 ท่ีได้ในขัน้ตอนนีจ้ะเป็นขัน้ตอนเพ่ือการตอ่ยอดการสร้างยีสต์สายพนัธุ์กลาย
ท่ีขาดยีน PDR5 และ NCE103 (สายพนัธุ์ BP-17) ตามวิธีข้างต้น 
 

 
 

ภาพที่  4.9 ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เพ่ือยืนยันการท าลายยีน 
URA3 

 1  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
 2  คือ ชดุควบคมุผลลบของไพรเมอร์ pdr5_F1 และ pdr5_R2 

3-5 คือ ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณยีนด้วยไพร์เมอร์ pdr5_F1 และ pdr5_R2  
 
 
 
 
 
 
 



 
 
89 

4.3 สร้างพลาสมิดให้มียีนที่ประมวลรหัสคาร์บอนิคแอนไฮเดรสของ  S. cerevisiae 
(NCE103) 
 

4.3.1 เพิ่มปริมาณดีเอ็นของยีน NCE103 โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
 

ยีน NCE103 เป็นยีนท่ีประมวลรหสัคาร์บอนิคแอนไฮเดรสของ S. cerevisiae ซึ่ง
มีหน้าท่ีหลากหลายและเก่ียวข้องในกระบวนการทางชีวภาพอันได้แก่ กระบวนการหายใจ การ
สร้างคาร์บอนไดออกไซด์และไบคาร์บอเนต การรักษาสมดลุของพีเอชและคาร์บอนไดออกไซด์
ภายในเซลล์ การเกิดเนือ้งอก และกระบวนการสงัเคราะห์ทางชีวภาพตา่งๆ เอนไซม์นีท้ าหน้าท่ีใน
การเปล่ียนปฏิกิริยาแบบผันกลับได้ระหว่างคาร์บอนไดออกไซด์และน า้กับไบคาร์บอเนตและ
โปรตอน การเพิ่มปริมาณยีนดงักล่าวจากโครโมโซมท าได้โดยสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอจากยีสต์
สายพนัธุ์ W303-1B (ตารางท่ี 3.1) ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.6 และออกแบบไพร์เมอร์ซึ่งใช้ดีเอ็น
เอของยีสต์สายพนัธุ์ W303-1B เป็นดีเอ็นเอต้นแบบโดยฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ NCE103_F (ตารางท่ี 
3.3) ซึง่จ าเพาะกบัยีน NCE103 และให้ด้านปลาย 5’ ของไพรเมอร์มีบริเวณตดัจ าเพาะของ BamH 
I เช่ือมตอ่กบั Kozak sequence และรีเวิร์สไพรเมอร์ NCE103_R (ตารางท่ี 3.3) ซึ่งจ าเพาะกบัยีน 
NCE103 และให้ด้านปลาย 5’ ของไพรเมอร์มีบริเวณตดัจ าเพาะของ Xho I และติด Flag Tag ก่อน
บริเวณ Stop codon จากการตรวจสอบผลการท าปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสด้วยโอลิโกนิวคลีโอ
ไทด์ไพรเมอร์ทัง้สองชนิด พบว่าได้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีขนาด 701 คูเ่บสซึ่งมีขนาดเท่ากนักับขนาดของ
ชิน้สว่น NCE103 ดงัภาพท่ี 4.10  
 
 



 
 
90 

 
 

ภาพที่  4.10 ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เพ่ือเพิ่มปริมาณยีน 
NCE103 

1  คือ ชุดควบคุมผลลบของไพรเมอร์ (NCE103_F, R) ท่ีจ าเพาะกับยีน 
NCE103 

2-4     คือ ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณยีนด้วยไพรเมอร์ (NCE103_F, R) ท่ีจ าเพาะกบั
ยีน NCE103 

 5  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
 
4.3.2 ตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด (pGEM T-

Easy/NCE103 (C-Flag)) โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
 

น า pGEM T-Easy/NCE103 (C-Flag) มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BamH I 
และ Xho I ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.11 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2 ชัว่โมง หยุดยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้ว
ตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส จากการตรวจสอบรีคอมบิแนนท์พ
ลาสมิด พบว่าได้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีขนาด 701 คู่เบสซึ่งมีขนาดเท่ากนักบัขนาดของชิน้ส่วน NCE103 
และ 3,000 คูเ่บสซึง่มีขนาดเทา่กบั pGEM T-Easy เวคเตอร์ ดงัภาพท่ี 4.11  
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ภาพที่ 4.11 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamH I และ Xho I 

ของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด (pGEM T-Easy/NCE103 (C-Flag))  
1-2     คือ ชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ NCE103 (701 bp) และ pGEM T-Easy 

เวคเตอร์ (3,000 bp)  
  3 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
 
4.3.3 ท าไลเกชันชิน้ส่วนดีเอ็นเอ NCE103 เข้าเอกเพรสชันเวคเตอร์ (pYES2) กับ 

เอนทรีเวคเตอร์ (pENTR™3C Dual Selection) และตรวจสอบความถูกต้องของรีคอม
บิแนนท์พลาสมิด (pYES2/NCE103 (C-Flag) และ pENTR™3C/NCE103 (C-Flag)) โดย
การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 
น าpYES2 (Invitrogen, USA) ดงัภาพท่ี 3.10 และ pENTR™3C Dual 

Selection เวคเตอร์ (Invitrogen, USA) ดงัภาพท่ี 3.11 น ามาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BamH I 
และ Xho I ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.11 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2 ชัว่โมง หยุดยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้ว
ตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส จากนัน้น าชิน้ส่วนดีเอ็นเอ  NCE103, 
pYES2 และ pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์ท่ีผ่านการท าให้บริสุทธ์ิและถูกตดัด้วย
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เอนไซม์ตดัจ าเพาะ BamH I และ Xho I เช่ือมต่อเข้ากับเอกเพรสชันเวคเตอร์ pYES2 หรือ 
pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์ ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.12 บ่มท่ี
อณุหภูมิ 22 องศาเซลเซียส 10 นาที อตัราส่วนการไลเกชนัระหว่างชิน้ส่วนดีเอ็นเอ NCE103 ต่อ 
pYES2 เป็น 7 ต่อ 1 และส าหรับชิน้ส่วนดีเอ็นเอ NCE103 ต่อ pENTR™3C Dual Selection 
เวคเตอร์ เป็น 3 ตอ่ 1  

เพราะฉะนัน้จะได้รีคอมบิแนนท์พลาสมิด 2 ชนิดคือ pYES2/NCE103 (C-Flag) 
และ pENTR™3C/ NCE103 (C-Flag) จากนัน้น ามาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BamH I และ 
Xho I ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.13 บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 
ชัว่โมง หยุดยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบ
ชิน้สว่นดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 3.6.1 จากการตรวจสอบ 
พบว่า pYES2 ตัดแล้วได้ชิน้ส่วนขนาด 5,856 คู่เบส (ภาพท่ี 4.12) และ pENTR™3C Dual 
Selection เวคเตอร์ ได้ชิน้ส่วนขนาด 2,269 คู่เบส (ภาพท่ี 4.13) ส่วนรีคอมบิแนนท์พลาสมิด 
pYES2/NCE103 (C-Flag) พบว่าได้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีขนาด 701 คูเ่บสซึ่งมีขนาดเท่ากนักบัขนาดของ
ชิน้ส่วน NCE103 และได้ชิน้ส่วนขนาด 5,856 คู่เบส ซึ่งมีขนาดเท่ากันกับขนาดของ pYES2 
เวคเตอร์ (ภาพท่ี 4.14) และจากการตรวจสอบ pENTR™3C/NCE103 (C-Flag) พบว่าได้
ผลิตภณัฑ์ท่ีมีขนาด 701 คูเ่บสซึ่งมีขนาดเท่ากนักบัขนาดของชิน้ส่วน NCE103 และ 2,269 คูเ่บส 
ซึง่มีขนาดเทา่กนักบัขนาดของ pENTR™3C เวคเตอร์ (ภาพท่ี 4.15)   
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ภาพที่ 4.12 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamH I และ Xho I 

ของ pYES2 เวคเตอร์ 
1     คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 

  2 คือ ชิน้สว่นดีเอ็นเอของ pYES2 เวคเตอร์ (5,856 bp) 
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ภาพที่ 4.13 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamH I และ Xho I 

ของ pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์ 
1     คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
2 คือ ชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์ (2,269 

bp) 
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ภาพที่ 4.14 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamH I และ Xho I 

ของ pYES2/NCE103 (C-Flag)  
1-2     คือ ชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ NCE103 (701 bp) และ pYES2 เวคเตอร์ 

(5,856 bp)  
 3 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
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ภาพที่ 4.15 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamH I และ Xho I 

ของ pENTR™3C/NCE103 (C-Flag)    
1     คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
2-3 คือ ชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ NCE103 (701 bp) และ pENTR™3C เวคเตอร์ 

(2,269 bp) 
 

4.3.4 ตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด (pAG414GPD/NCE103 
(C-Flag) และ pAG414GAL/NCE103 (C-Flag)) โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 
น า pAG414GPD/NCE103 (C-Flag) และ pAG414GAL/NCE103 (C-Flag) มา

ตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Xho I ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.15 บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง หยดุยัง้ปฏิกิริยาโดยบม่ท่ีอณุหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส ตามวิธีท่ีกล่าวไว้ในข้อ 
3.6.1 จากการตรวจสอบพลาสมิด pAG414GPD/NCE103 (C-Flag) และพลาสมิด 
pAG414GAL/NCE103 (C-Flag) พบว่าได้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีขนาด 6,536 คูเ่บส และ 273 คูเ่บส ซึ่งมี
ขนาดเท่ากนักบัการค านวณตามคาดการณ์ เม่ือมีชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ NCE103 เข้าไปในเวคเตอร์
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ทัง้สอง ดงัภาพท่ี 4.16 เม่ือท าการตรวจสอบล าดบัเบสโดยบริษัท First Base, Singapore พบว่า
ล าดบัเบสมีความถกูต้อง  
 

 
 
ภาพที่  4.16 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xho I ของ 

pAG414GPD/NCE103 (C-Flag) และ pAG414GAL/NCE103 (C-Flag)    
1     คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
2 คือ ชิน้สว่นดีเอ็นเอของ pAG414GPD-ccdB-HA เวคเตอร์  
3-4 คือ ชิน้สว่นดีเอ็นเอจากพลาสมิด pAG414GPD/NCE103 (C-Flag)  
5-6 คือ ชิน้สว่นดีเอ็นเอจากพลาสมิด pAG414GAL/NCE103 (C-Flag) 
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4.4 สร้างพลาสมิดให้มียีนที่ประมวลรหัสคาร์บอนิคแอนไฮเดรสของ P. falciparum (pfCA) 
 

4.4.1 ตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด (pGEM T-Easy/pfCA)
โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 
การเพิ่มปริมาณยีนดงักล่าวท าได้โดยน า ผลิตภัณฑ์ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส

ของ P. falciparum ซึ่งได้รับมาจาก ศ.ดร. จิระพันธ์ กรึงไกร คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย โดยท าการไลเกชันเข้าสู่ pGEM T-Easy เวคเตอร์ ได้เป็นพลาสมิด pGEM T-
Easy/pfCA จากนัน้น ามาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoR I ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตาม
ตารางท่ี 3.16 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง หยุดยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ี
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจล
อีเลคโทรโฟเรซิส จากการตรวจสอบ pGEM T-Easy/pfCA พบว่าได้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีขนาด 1,257 คู่
เบสซึ่งมีขนาดเท่ากนักบัขนาดของชิน้ส่วน pfCA และ 3,000 คูเ่บสซึ่งมีขนาดเท่ากบั pGEM T-
Easy เวคเตอร์ (ภาพท่ี 4.17) 

 

 
 
ภาพที่ 4.17 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoR I ของพลาสมิด 

pGEM T-Easy/pfCA  
1     คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder  
2-3 คือ ชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ pfCA (1,257 bp) และ pGEM T-Easy เวคเตอร์ 

(3,000 bp) 
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4.4.2 เพิ่มปริมาณดีเอ็นของยีน pfCA โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
 

ยีน pfCA มีขนาด full-length เท่ากบั 1,257 คูเ่บส จากงานวิจยัของ ศ.ดร. จิระ
พันธ์ กรึงไกร คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย พบว่าชิน้ส่วนดีเอ็นเอดังกล่าว
แสดงออกได้น้อยใน E.coli แตเ่ม่ือเป็น pfCA แบบ truncated ซึ่งขาดปลายด้าน 5’ มีขนาด 708 คู่
เบส สามารถแสดงออกได้ดีกวา่ ดงันัน้ในงานวิจยันี ้ผู้วิจยัจงึจะท าการสร้างรีคอมบิแนนท์พลาสมิด
ท่ีมียีนประมวลรหสั CA ของ P. falciparum ทัง้สองขนาด โดยออกแบบไพร์เมอร์ซึ่งใช้ pGEM T-
Easy/pfCA เป็นดีเอ็นเอแมแ่บบโดยฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ pfCA_F (418) และ pfCA_F (235) (ตาราง
ท่ี 3.3) ซึง่จ าเพาะกบัยีน pfCA และให้ด้านปลาย 5’ ของไพรเมอร์มีบริเวณตดัจ าเพาะของ BamH I 
เช่ือมตอ่กบั Kozak sequence และรีเวิร์สไพรเมอร์ pfCA_R (418) และ pfCA_R (235) (ตารางท่ี 
3.3) ซึง่จ าเพาะกบัยีน pfCA และให้ด้านปลาย 5’ ของไพรเมอร์มีบริเวณตดัจ าเพาะของ Xho I และ
ติด Flag Tag ก่อนบริเวณ Stop codon จากการตรวจสอบผลการท าปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส
ด้วยโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ทัง้ส่ีชนิด พบว่าได้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีขนาด 1,292 และ 743 คูเ่บสซึ่งมี
ขนาดเท่ากนักบัขนาดของชิน้ส่วน pfCA แบบ full-length และ pfCA แบบ truncated ตามล าดบั
(ภาพท่ี 4.18)  
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ภาพท่ี 4.18 ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เพ่ือเพิ่มปริมาณยีน pfCA 
1, 6  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder  
3 คือ ชดุควบคมุผลลบของไพรเมอร์ (pfCA_F, R (418)) ท่ีจ าเพาะกับยีน 

pfCA 
4  คือ ชดุควบคมุผลลบของไพรเมอร์ (pfCA_F, R (235)) ท่ีจ าเพาะกบัยีน 

pfCA 
2     คือ ชิน้ส่วนดีเอ็นเอท่ีถูกเพิ่มปริมาณจากการใช้ไพรเมอร์ (pfCA_F, R 

(418)) ท่ีจ าเพาะกบัยีน pfCA 
5  คือ ชิน้ส่วนดีเอ็นเอท่ีถูกเพิ่มปริมาณจากการใช้ไพรเมอร์ (pfCA_F, R 

(235)) ท่ีจ าเพาะกบัยีน pfCA 
 

4.4.3 ตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด (pGEM T-
Easy/pfCA418 (C-Flag) และ pGEM T-Easy/pfCA235 (C-Flag)) โดยการตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจ าเพาะ  

 
น าพลาสมิด pGEM T-Easy/pfCA418 (C-Flag) และ pGEM T-Easy/pfCA235 

(C-Flag) มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BamH I และ Xho I ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตาราง
ท่ี 3.19 บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง หยดุยัง้ปฏิกิริยาโดยบม่ท่ีอณุหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส 
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จากการตรวจสอบรีคอมบแินนท์พลาสมิด พบวา่ได้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีชิน้ส่วนดีเอ็นเอขนาด 1,292 และ 
743 คูเ่บสซึ่งมีขนาดเท่ากนักบัขนาดของชิน้ส่วน pfCA (418) และ pfCA (235) และ 3,000 คูเ่บส
ซึง่มีขนาดเทา่กบั pGEM T-Easy เวคเตอร์ (ภาพท่ี 4.19) 

 

 
 
ภาพที่ 4.19 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamH I และ Xho I 

ของ pGEM T-Easy/pfCA418 (C-Flag) และ pGEM T-Easy/pfCA235 (C-Flag) 
 1, 4 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder  
  2-3 คือ ชิน้สว่นดีเอ็นเอของ pfCA (418) และ pGEM T-Easy เวคเตอร์  

5-6     คือ ชิน้สว่นดีเอ็นเอของ pfCA (235) และ pGEM T-Easy เวคเตอร์  
 

4.4.4 ตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด (pYES2/pfCA418 (C-
Flag) และ pYES2/pfCA235 (C-Flag)) โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 
น าพลาสมิด pYES2/pfCA418 (C-Flag) และพลาสมิด pYES2/pfCA235 (C-

Flag) มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BamH I และ Xho I ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 
3.21 บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง หยดุยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส 
จากการตรวจสอบ pYES2/pfCA418 (C-Flag) และ pYES2/pfCA235 (C-Flag) พบว่าได้
ผลิตภัณฑ์ท่ีมีขนาด 1,292 และ 743 คู่เบสซึ่งมีขนาดเท่ากนักับขนาดของชิน้ส่วน pfCA (418) 
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และ pfCA (235) และ 5,856 คูเ่บส ซึง่มีขนาดเทา่กนักบัขนาดของ pYES2 เวคเตอร์ (ภาพท่ี 4.20) 
เม่ือท าการตรวจสอบล าดบัเบสโดยบริษัท First Base, Singapore พบวา่ล าดบัเบสมีความถกูต้อง  
 

 
    

ภาพที่ 4.20 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamH I และ Xho I 
ของพลาสมิด pYES2/pfCA418 (C-Flag) และพลาสมิด pYES2/pfCA235 (C-Flag)  

 3, 4 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder  
  1-2 คือ ชิน้สว่นดีเอ็นเอของ pfCA (418) และ pYES2 เวคเตอร์  

5-6     คือ ชิน้สว่นดีเอ็นเอของ pfCA (235) และ pYES2 เวคเตอร์ 
 
 
4.5 สร้างพลาสมิดให้มียีนที่ประมวลรหัสคาร์บอนิคแอนไฮเดรสของมนุษย์ (hCAII) 
 

4.5.1 เพิ่มปริมาณดีเอ็นของยีน hCAII โดยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 
 

การเพิ่มปริมาณยีนดงักลา่วท าได้โดยน า cDNA ของมนษุย์ซึ่งได้รับมาจาก ศ.ดร. 
จิระพนัธ์ กรึงไกร คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย จากนัน้ออกแบบไพรเมอร์ซึ่งใช้ 
cDNA ของมนษุย์เป็นดีเอ็นเอต้นแบบโดยฟอร์เวิร์ดไพรเมอร์ hCAII_F (ตารางท่ี 3.3) ซึ่งจ าเพาะ
กบัยีน hCAII และให้ด้านปลาย 5’ ของไพรเมอร์เช่ือมตอ่กับ Kozak sequence และรีเวิร์สไพร
เมอร์ hCAII_R (ตารางท่ี 3.3) ซึ่งจ าเพาะกบัยีน hCAII และให้ด้านปลาย 5’ ของไพรเมอร์มีบริเวณ
ตดัจ าเพาะของ Xho I และติด Flag Tag ก่อนบริเวณ Stop codon จากการตรวจสอบผลการท า
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ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยโอลิโกนิวคลีโอไทด์ไพรเมอร์ พบว่าได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีขนาด 818  คู่
เบสซึง่มีขนาดเทา่กนักบัขนาดของชิน้สว่น hCAII (ภาพท่ี 4.21)  
 

 
 

ภาพท่ี 4.21 ผลิตภัณฑ์จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส เพื่อเพิ่มปริมาณยีน hCAII 
1  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
2-3     คือ ดีเอ็นเอท่ีถกูเพิ่มปริมาณด้วยไพรเมอร์ (hCAII_F, R) ท่ีจ าเพาะกบัยีน 

hCAII  
4  คือ ชดุควบคมุผลลบของไพรเมอร์ (hCAII_F, R) ท่ีจ าเพาะกบัยีน hCAII    

 
4.5.2 ตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pGEM T-Easy/hCAII 

(C-Flag) โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
 
น าพลาสมิด pGEM T-Easy/hCAII (C-Flag) และ pENTR™3C Dual Selection 

เวคเตอร์ (Invitrogen, USA) ดงัภาพท่ี 3.11 น ามาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoR I และ Xho I 
ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.24 บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
หยดุยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดี-
เอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส จากการตรวจสอบรีคอมบิแนนท์พลาสมิด พบว่าได้
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ผลิตภณัฑ์ท่ีมีขนาด 818 คูเ่บสซึง่มีขนาดเทา่กนักบัขนาดของชิน้ส่วน hCAII และ 3,000 คูเ่บสซึ่งมี
ขนาดเท่ากบั pGEM T-Easy เวคเตอร์ (ภาพท่ี 4.22) ส่วนการตดั pENTR™3C Dual Selection 
เวคเตอร์ พบวา่ได้ชิน้สว่นขนาด 2,282 คูเ่บส (ภาพท่ี 4.23)  
 

 
  
ภาพที่  4.22 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoR I และ Xho I 

ของพลาสมิด pGEM T-Easy/hCAII (C-Flag)  
1-2     คือ ชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ hCAII (818 bp) และ pGEM T-Easy เวคเตอร์ 

(3,000 bp)  
  3 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder  
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ภาพท่ี 4.23 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoR I และ Xho I ของ 

pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์ 
1     คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder  
2 คือ ชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ pENTR™3C Dual Selection เวคเตอร์ (2,282 

bp) 
 

4.5.3 ตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pENTR™3C/hCAII (C-
Flag) โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 
น าพลาสมิด pENTR™3C/hCAII (C-Flag) มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ EcoR 

I และ Xho I ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.26 บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2 ชั่วโมง หยุดยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้ว
ตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส จากการตรวจสอบพลาสมิด 
pENTR™3C/hCAII (C-Flag) พบว่าได้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีขนาด 818 คูเ่บสซึ่งมีขนาดเท่ากนักบัขนาด
ของชิน้สว่น hCAII และ 2,282 คูเ่บส ซึ่งมีขนาดเท่ากนักบัขนาดของ pENTR™3C เวคเตอร์ (ภาพ
ท่ี 4.24) 
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ภาพที่ 4.24 ผลิตภัณฑ์การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoR I และ Xho I ของ 
pENTR™3C/hCAII    

1     คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder   
2-3 คือ ชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ hCAII (818 bp) และ pENTR™3C เวคเตอร์ 

(2,282 bp) 
 

4.5.4 ตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pAG414GPD/hCAII (C-
Flag) และพลาสมิด pAG414GAL/hCAII (C-Flag) โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 
น าพลาสมิด pAG414GPD/hCAII (C-Flag) และพลาสมิด pAG414GAL/hCAII 

(C-Flag) น ามาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Xho I ซึง่มีสว่นผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.28 บม่
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หยุดยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส จาก
การตรวจสอบพลาสมิด pAG414GPD/hCAII (C-Flag) และพลาสมิด pAG414GAL/hCAII (C-
Flag) พบว่าได้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีขนาด 6,715 คูเ่บส และ 213 คูเ่บส ซึ่งมีขนาดเท่ากนักบัการค านวณ
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ตามคาดการณ์เม่ือมีชิน้สว่นดีเอ็นเอของ hCAII เข้าไปในเวคเตอร์ทัง้สอง (ภาพท่ี 4.25) เม่ือท าการ
ตรวจสอบล าดบัเบสโดยบริษัท First Base, Singapore พบวา่ล าดบัเบสมีความถกูต้อง  

  

 
 

ภาพที่ 4.25 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xho I ของพลาสมิด 
pAG414GPD/hCAII (C-Flag) และพลาสมิด pAG414GAL/hCAII (C-Flag)   
  

1     คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
2 คือ ชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ pAG414GPD เวคเตอร์ ท่ีมีชิน้ส่วนดีเอ็นเอ 

hCAII 
3 คือ ชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ pAG414GAL เวคเตอร์ ท่ีมีชิน้ส่วนดีเอ็นเอ 

hCAII  
 
 
4.6 สร้างพลาสมิดให้มียีนที่ประมวลรหัสคาร์บอนิคแอนไฮเดรสของ P. falciparum โดย
สังเคราะห์ยีนให้มีการแสดงออกสูงในยีสต์ (Opt pfCA) 
 

4.6.1 ตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pUC57/Opt pfCA1 (C-
Flag) และพลาสมิด pUC57/Opt pfCA2 (C-Flag) โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

น า pUC57/Opt pfCA1 (C-Flag) และ pUC57/Opt pfCA2 (C-Flag) ซึ่งได้มา
จากการสังเคราะห์ยีนจากบริษัท GeneScript, USA (ภาคผนวก ค) โดยมีลักษณะของยีนท่ี
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สงัเคราะห์ดงัภาพท่ี 3.15 มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BamH I และ Xho I ซึ่งมีส่วนผสมของ
ปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.29 บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2  ชัว่โมง หยดุยัง้ปฏิกิริยา
โดยบม่ท่ีอณุหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกา
โรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส จากการตรวจสอบรีคอมบิแนนท์พลาสมิด พบว่าได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีขนาด 
757 คูเ่บสซึ่งมีขนาดเท่ากนักบัขนาดของชิน้ส่วน Opt pfCA1 และ Opt pfCA2 ส่วนชิน้ส่วนดีเอ็น
เอขนาด 2,710 คูเ่บสมีขนาดเทา่กบั pUC57 เวคเตอร์ (ภาพท่ี 4.26) 
 

 
 

ภาพที่ 4.26 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamH I และ Xho I 
ของพลาสมิด pUC57/Opt pfCA1 (C-Flag) และพลาสมิด pUC57/Opt pfCA2 (C-Flag)  

1   คือ ชิน้สว่นดีเอ็นเอของ Opt pfCA1 (757 bp) และ pUC57 (2,710 bp) 
2 คือ ชิน้สว่นดีเอ็นเอของ Opt pfCA2 (757 bp) และ pUC57 (2,710 bp) 

   3 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder  
 

4.6.2 ตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pYES2/Opt pfCA1 (C-
Flag) พลาสมิด pYES2/Opt pfCA2 (C-Flag) พลาสมิด pENTR™3C/Opt pfCA1 (C-Flag) 
และพลาสมิด pENTR™3C/Opt pfCA2 (C-Flag) โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  

 
น าพลาสมิด pYES2/Opt pfCA1 (C-Flag) พลาสมิด pYES2/Opt pfCA2 (C-

Flag) พลาสมิด pENTR™3C/Opt pfCA1 (C-Flag) และพลาสมิด pENTR™3C/Opt pfCA2 (C-
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Flag) มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BamH I และ Xho I ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 
3.31 บม่ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง หยดุยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส 
จากการตรวจสอบรีคอมบิแนนท์พลาสมิด พบว่าได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีขนาด 757  คู่เบสซึ่งมีขนาด
เท่ากนักบัขนาดของชิน้ส่วน Opt pfCA1 และ Opt pfCA2 ส่วน 5,856 คู่เบสซึ่งมีขนาดเท่ากับ 
pYES2 เวคเตอร์ (ภาพท่ี 4.27) และพบว่าได้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีขนาด 757 คูเ่บสซึ่งมีขนาดเท่ากนักับ
ขนาดของชิน้ส่วน Opt pfCA1 และ Opt pfCA2 ส าหรับชิน้ส่วนดีเอ็นเอขนาด 2,269 คูเ่บสซึ่งมี
ขนาดเทา่กบั pENTR™3C เวคเตอร์ (ภาพท่ี 4.28)   
 

 
  

ภาพที่ 4.27 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamH I และ Xho I 
ของพลาสมิด pYES2/Opt pfCA1 (C-Flag) และพลาสมิด pYES2/Opt pfCA2 (C-Flag) 

1   คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
2 คือ ชิน้สว่นดีเอ็นเอของ Opt pfCA1 (757 bp) และ pYES2 (5,856 bp) 

   3 คือ ชิน้สว่นดีเอ็นเอของ Opt pfCA2 (757 bp) และ pYES2 (5,856 bp) 
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ภาพที่ 4.28 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamH I และ Xho I 
ของพลาสมิด pENTR™3C/Opt pfCA1 (C-Flag) และพลาสมิด pENTR™3C/Opt pfCA2 
(C-Flag) 

1   คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
2 คือ ชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ Opt pfCA1 (757 bp) และ pENTR™3C 

(2,269 bp) 
3 คือ ชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ Opt pfCA2 (757 bp) และ pENTR™3C 

(2,269 bp) 
 

4.6.3 ตรวจสอบความถูกต้องของรีคอมบิแนนท์พลาสมิด pAG414GPD/Opt 
pfCA1 พลาสมิด pAG414GPD/Opt pfCA2 (C-Flag) พลาสมิด pAG414GAL/Opt pfCA1 
และพลาสมิด pAG414GAL/Opt pfCA2 (C-Flag) โดยการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

 
น าพลาสมิด pAG414GPD/Opt pfCA1 พลาสมิด pAG414GPD/Opt pfCA2 

(C-Flag) พลาสมิด pAG414GAL/Opt pfCA1 และพลาสมิด pAG414GAL/Opt pfCA2 (C-Flag) 
น ามาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ Xho I ซึ่งมีส่วนผสมของปฏิกิริยาตามตารางท่ี 3.33 บ่มท่ี
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อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หยุดยัง้ปฏิกิริยาโดยบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วตรวจสอบชิน้ส่วนดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอีเลคโทรโฟเรซิส จาก
การตรวจสอบพลาสมิด pAG414GPD/Opt pfCA1 พลาสมิด pAG414GPD/Opt pfCA2 (C-
Flag) พลาสมิด pAG414GAL/Opt pfCA1 และพลาสมิด pAG414GAL/Opt pfCA2 (C-Flag) 
พบว่าได้ผลิตภณัฑ์ท่ีมีขนาด 6,592 คูเ่บส และ 237 คูเ่บส ซึ่งมีขนาดเท่ากนักบัการค านวณตาม
คาดการณ์เม่ือมีชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ Opt pfCA1 และ Opt pfCA2 เข้าไปในเวคเตอร์ทัง้สอง ดงั
ภาพท่ี 4.29 เม่ือท าการตรวจสอบล าดบัเบสโดยบริษัท First Base, Singapore พบว่าล าดบัเบสมี
ความถกูต้อง  
 

 
  

ภาพที่ 4.29 ผลิตภัณฑ์จากการตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ Xho I ของพลาสมิด 
pAG414GPD/Opt pfCA1 พลาสมิด pAG414GPD/Opt pfCA2 (C-Flag) พลาสมิด 
pAG414GAL/Opt pfCA1 และพลาสมิด pAG414GAL/Opt pfCA2 (C-Flag)   

1     คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1Kb DNA ladder 
2 คือ ชิน้สว่นดีเอ็นเอของ pAG414GPD-ccdB-HA เวคเตอร์  
3-4 คือ ชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ pAG414GPD เวคเตอร์ ท่ีมีชิน้ส่วนดีเอ็นเอ Opt 

pfCA1 หรือ Opt pfCA2 ตามล าดบั  
5 คือ ชิน้สว่นดีเอ็นเอของ pAG414GAL-ccdB-HA เวคเตอร์  
6-7 คือ ชิน้ส่วนดีเอ็นเอของ pAG414GAL เวคเตอร์ ท่ีมีชิน้ส่วนดีเอ็นเอ Opt 

pfCA1 หรือ Opt pfCA2 ตามล าดบั 
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4.7 ศึกษาฟีโนไทป์ของยีสต์ nce103 และผลของการทดแทนหน้าที่ของยีน NCE103 
โดยยีน pfCA และ hCAII ตามล าดับ 
 

4.7.1 ศึกษาฟีโนไทป์ของยีสต์ nce103 ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจนและมี CO2 
ร้อยละ 0.035 เทียบกับสภาวะที่ไม่มีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 20 

 
น ายีสต์สายพนัธุ์ BP-9 และ BP-15 (ตารางท่ี 3.1) มาเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้

แข็ง synthetic dextrose (SD) ท่ีมีการเติมกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นตอ่การเจริญของยีสต์สายพนัธุ์  BP-
9 และ BP-15 (ภาคผนวก ก) โดยใช้ไม้จิม้ฟันขีดเชือ้ลงบนอาหารแข็ง แล้วน าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะมีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 0.035 เทียบกบัสภาวะไม่มีออกซิเจน
และมี CO2 ร้อยละ 20 เป็นเวลา 3-4 วนั จากผลการทดลองพบว่ายีสต์สายพนัธุ์ BP-9 สามารถ
เจริญได้ทัง้ในสภาวะมีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 0.035 และสภาวะไม่มีออกซิเจนและมี CO2 
ร้อยละ 20 เน่ืองจากยีสต์ดังกล่าวมีการแสดงออกของยีน NCE103 ท าให้สามารถสร้างไบ
คาร์บอเนตไปใช้ในกระบวนการตา่งๆภายในเซลล์ได้เม่ือถกูเลีย้งในสภาวะมีออกซิเจนและมี CO2 
ร้อยละ 0.035 แต่ในทางตรงกันข้ามยีสต์สายพนัธุ์ BP-15 สามารถเจริญได้เฉพาะในสภาวะไม่มี
ออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 20 เน่ืองจากยีสต์ดงักล่าวขาดยีน NCE103 ท าให้ในสภาวะ CO2 ต ่า 
ไม่สามารถเจริญได้เพราะขาดการผลิตไบคาร์บอเนตไปใช้ในเซลล์ แต่ในสภาวะ CO2 สูง ยีสต์
สามารถน า CO2 ในอากาศมาใช้เพ่ือผลิตไบคาร์บอเนตแทนท าให้สามารถกลบัมาเจริญได้อีกครัง้ 
ดงัภาพท่ี 4.30    
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ก. 

 
 

ข.  

 
 

ภาพที่ 4.30 ลักษณะฟีโนไทป์ของ BP-9 และ BP-15 ที่สามารถเจริญบนอาหาร
เลีย้งเชือ้ synthetic dextrose (SD) ที่มีการเตมิกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นต่อการเจริญของยีสต์ 

ก.) ภายใต้สภาวะมีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 0.035 
1 คือ สายพนัธุ์ BP-9 ซึง่มีการแสดงออกของยีน NCE103 
2-4 คือ สายพนัธุ์ BP-15 ซึง่ถกูท าลายยีน NCE103 

ข.) ภายใต้สภาวะไมมี่ออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 20  
1       คือ สายพนัธุ์ BP-9 ซึง่มีการแสดงออกของยีน NCE103 
2-4 คือ สายพนัธุ์ BP-15 ซึง่ถกูท าลายยีน NCE103 

 
 
 

มีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 0.035 

ไมมี่ออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 20 
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4.7.2 ศึกษาผลของการทดแทนหน้าที่ของยีน NCE103 โดยยีน pfCA และ hCAII 
ตามล าดับ 

 
น าพลาสมิดชนิดตา่งๆ ท่ีมีการแสดงออกของยีน NCE103, pfCA และ hCAII ซึ่ง

ถูกควบคุมการแสดงออกภายใต้โปรโมเตอร์ ของยีน glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase (GPD) และโปรโมเตอร์ของยีน galactose (GAL1) มาชกัน าเข้าสู่ยีสต์สายพนัธุ์ 
BP-15 (∆nce103) (ตารางท่ี 3.1) ด้วยวิธี Lithium acetate (LiAc) (Gietz และคณะ, 1995) น า
ยีสตท์รานสฟอร์แมนท์มาเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้แข็ง synthetic dextrose ท่ีมีการเติมกรดอะมิโน
ท่ีจ าเป็นต่อการเจริญของยีสต์สายพนัธุ์  BP-15 แต่ไม่เติมทริปโตเฟน (SD-Trp) (ภาคผนวก ก) 
ส าหรับยีสต์ท่ีมีรีคอมบิแนนท์ท่ีอยู่ในเวคเตอร์ pAG414GPD-ccdB-HA และ synthetic dextrose 
ท่ีมีการเติมกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นตอ่การเจริญของยีสต์สายพนัธุ์  BP-15 แตไ่ม่เติมทริปโตเฟน (SG-
Trp) (ภาคผนวก ก) ส าหรับรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอท่ีอยู่ในเวคเตอร์ pAG414GAL-ccdB-HA และ 
synthetic dextrose ท่ีมีการเติมกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นตอ่การเจริญของยีสต์สายพนัธุ์  BP-15 แตไ่ม่
เตมิยรูาซิล (SG-Ura) (ภาคผนวก ก) ส าหรับรีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเอท่ีอยู่ในเวคเตอร์ pYES2 โดยท า
การเตรียมยีสต์ให้มีความเข้มข้นต่างๆ ตัง้แต่ 106 – 104 เซลล์ต่อมิลลิลิตร วัดความเข้มข้นของ
เซลล์โดยใช้ฮีมาไซโตมิเตอร์แล้วท าการหยดลงบนอาหารแข็งชนิดต่างๆข้างต้น  แล้วน าไปบ่มท่ี
อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะมีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 0.035 เทียบกับสภาวะ
ไม่มีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 20 เป็นเวลา 5 วนั จากผลการทดลองพบว่าภายใต้สภาวะมี
ออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 0.035 พลาสมิดท่ีมียีน NCE103 ทัง้ท่ีมีส่วน tag และไม่มีส่วน Flag 
tag ภายใต้การควบคมุของโปรโมเตอร์ GAL1 สามารถทดแทนหน้าท่ีการเจริญแทนยีน NCE103 
ท่ีขาดหายไปของยีสต์สายพนัธุ์ BP-15 ได้ ไม่ว่าจะมีการติด Flag tag ด้านปลาย 5’ หรือ 3’ ดงันัน้
การตดิ Flag tag ด้านปลายของยีนจงึไมมี่ผลตอ่การทดแทนหน้าท่ีในยีสต์ท่ีขาดยีน NCE103 ส่วน
ในสภาวะไม่มีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 20 พบว่ายีสต์ดงักล่าวสามารถเจริญได้แม้แต่ยีสต์ท่ี
มีพลาสมิดท่ีไม่มียีน NCE103 (Empty vector) เน่ืองจากอาศยั CO2 ในอากาศซึ่งมีอยู่ในปริมาณ
สงู (ภาพท่ี 4.31) การทดลองการทดแทนหน้าท่ี (Funtional complementation) ของยีน NCE103 
โดย ยีน pfCA ท่ีมาจากเชือ้มาลาเรียพบว่าภายใต้สภาวะมีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 0.035 
พบว่ายีสต์ท่ีได้รับยีน pfCA ขนาดเต็ม (pfCA full-length) (กรดอะมิโน 418 ตวั) หรือยีน pfCA 
ขนาดสัน้ซึ่งมีส่วนแอคทีฟไซท์ (truncated form) (กรดอะมิโน 235 ตวั) ไม่สามารถทดแทนการท า
หน้าท่ีในยีสต์ท่ีขาดยีน NCE103 ได้ (ภาพท่ี 4.32) นอกจากนีย้งัพบวา่ยีน pfCA ท่ีสงัเคราะห์ขึน้มา
ให้มีการแสดงออกสงู (Opt pfCA) ในยีสต์ก็ยงัคงไมส่ามารถทดแทนหน้าท่ีของยีน NCE103 ได้ ไม่
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ว่าจะเป็น Opt pfCA 1 หรือ Opt pfCA 2 แตยี่น hCAII สามารถทดแทนหน้าท่ีของยีน NCE103 
ได้ และโปรโมเตอร์ทัง้ GPD และ GAL1 ไม่สามารถช่วยให้ยีน pfCA ทดแทนหน้าท่ีในยีสต์ท่ีขาด
ยีน NCE103 ได้ (ภาพท่ี 4.33)   
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ก. 

  
 
ข. 

 
 
ภาพที่ 4.31 การทดแทนการท าหน้าที่ของยีน NCE103 ของยีสต์สายพันธ์ุ BP-15 

(∆nce103) โดยพลาสมิดที่ มียีน NCE103 ซึ่งมีการติดและไม่ติด Flag tag ภายใต้การ
ควบคุมด้วยโปรโมเตอร์ของยีน GAL1 

ก.) การเจริญของเซลล์ยีสต์บนอาหารแข็ง SG-Ura บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
ภายใต้สภาวะมีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 0.035 เป็นเวลา 5 วัน ชุดควบคุม
ผลบวก NCE103 และชดุควบคมุผลลบ Empty vector  

ข.) การเจริญของเซลล์ยีสต์บนอาหารแข็ง SG-Ura บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
ภายใต้สภาวะไมมี่ออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 20 เป็นเวลา 5 วนั ชดุควบคมุผลบวก 
NCE103 และชดุควบคมุผลลบ Empty vector 

 

 

ความเข้มข้นเซลล์ยีสต์ ∆nce103 

ความเข้มข้นเซลล์ยีสต์ ∆nce103 
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ก. 

 
ข. 

 
 
ภาพที่ 4.32 การทดแทนการท าหน้าที่ของยีน NCE103 ของยีสต์สายพันธ์ุ BP-15 

(∆nce103) โดยพลาสมิดที่มียีน pfCA ซึ่งมีการติด Flag tag ที่ปลายด้าน 3’ ภายใต้การ
ควบคุมด้วยโปรโมเตอร์ของยีน GAL1 

ก.) การเจริญของเซลล์ยีสต์บนอาหารแข็ง SG-Ura บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
ภายใต้สภาวะมีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 0.035 เป็นเวลา 5 วัน ชุดควบคุม
ผลบวก NCE103 (C-Flag) และชดุควบคมุผลลบ Empty vector  

ข.) การเจริญของเซลล์ยีสต์บนอาหารแข็ง SG-Ura บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
ภายใต้สภาวะไมมี่ออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 20 เป็นเวลา 5 วนั ชดุควบคมุผลบวก 
NCE103 (C-Flag) และชดุควบคมุผลลบ Empty vector 

 

 

ความเข้มข้นเซลล์ยีสต์ ∆nce103 

ความเข้มข้นเซลล์ยีสต์ ∆nce103 
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ก. 

 
 
ข. 

 
 
ภาพที่ 4.33 การทดแทนการท าหน้าที่ของยีน NCE103 ของยีสต์สายพันธ์ุ BP-15 

(∆nce103) โดยพลาสมิดที่มียีน NCE103, hCAII หรือ Opt pfCA ซึ่งมีการติด Flag tag ที่
ปลายด้าน 3’ ภายใต้การควบคุมด้วยโปรโมเตอร์ของยีน GAL1 หรือ GPD 

ก.) การเจริญของเซลล์ยีสต์บนอาหารแข็ง SG-Trp และ SD-Trp บม่ท่ีอณุหภูมิ 30 องศา
เซลเซียสภายใต้สภาวะมีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 0.035 เป็นเวลา 5 วัน ชุด
ควบคมุผลบวก NCE103 (C-Flag) และชดุควบคมุผลลบ Empty vector  

SG-Trp SD-Trp 

 

 

ความเข้มข้นเซลล์ยีสต์ ∆nce103 

ความเข้มข้นเซลล์ยีสต์ ∆nce103 



 
 
119 

ข.) การเจริญของเซลล์ยีสต์บนอาหารแข็ง SG-Trp และ SD-Trp บม่ท่ีอณุหภูมิ 30 องศา
เซลเซียสภายใต้สภาวะไม่มีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 20 เป็นเวลา 5 วัน ชุด
ควบคมุผลบวก NCE103 (C-Flag) และชดุควบคมุผลลบ Empty vector 

 
 
4.8 ศึกษาการแสดงออกของโปรตีน Nce103, pfCA และ hCAII ในยีสต์สายพันธ์ุกลาย 
โดยวิธีเวสเทร์ินบลอต 
 

น ายีสต์ทรานสฟอร์แมนท์ BP- 15 ท่ีมีพลาสมิดของยีน NCE103, hCAII และ pfCA มาท า
การสกัดโปรตีน จากนัน้น าโปรตีนปริมาณ 50 ไมโครกรัม ไปหยอดลงในเจล SDS-
polyacrylamide ร้อยละ 12 และตรวจสอบโปรตีนโดยวิธีเวสเทิร์นบลอต โดยใช้แอนติบอดีท่ี
จ าเพาะต่อ Flag (Anti-Flag antibody) และใช้แอนติบอดีท่ีจ าเพาะต่อแอคติน (Anti-Actin 
antibody) เป็นชดุควบคมุปริมาณการหยอดโปรตีน 

จากการทดลองพบว่าโปรตีน hCAII มีขนาด 29 กิโลดาลตนั และแถบโปรตีนท่ีต ่ากว่าซึ่ง
อาจเกิดจากการเส่ือมสลายของโปรตีนมีขนาด 25, 22, 20, 18, 16 และ 12 กิโลดาลตัน 
ตามล าดบั ส่วนโปรตีน Nce103 มีขนาด 25 กิโลดาลตนั และโปรตีน Opt pfCA มีขนาด 26 กิโล
ดาลตนั ตามล าดบั โดยโปรตีน hCAII ได้ในปริมาณสูงสุด เม่ือเทียบกับโปรตีน Nce103 และ
โปรตีน Opt pfCA ในขณะท่ีโปรตีน Nce103 และ Opt pfCA ถกูพบในปริมาณท่ีใกล้เคียงกนั เม่ือ
ยีนของโปรตีนดงักล่าวอยู่ภายใต้การควบคมุของโปรโมเตอร์ GAL1 (ภาพท่ี 4.34) แตใ่นยีสต์ท่ีมี
โปรตีน pfCA ขนาดเตม็ 46 กิโลดาลตนั (กรดอะมิโน 418 ตวั; pfCA full-length) หรือโปรตีนขนาด
สัน้ซึ่งมีส่วนแอคทีฟไซท์ 26 กิโลดาลตนั (กรดอะมิโน 235 ตวั; truncated pfCA) ไม่พบว่ามีการ
สร้างโปรตีนซึ่งสอดคล้องกบัผลก่อนหน้านีท่ี้พบว่ายีน pfCA ในยีสต์สายพนัธุ์กลาย ∆nce103 ไม่
สามารถทดแทนหน้าท่ีในการเจริญของยีสต์ท่ีขาดยีน NCE103 ได้ เน่ืองจากไม่สามารถสร้าง
โปรตีนภายในเซลล์ยีสต์ได้นัน้เอง ในทางตรงกันข้ามยีสต์สายพนัธุ์กลาย ∆nce103 ท่ีมียีน Opt 
pfCA 1 หรือ Opt pfCA 2 สามารถสร้างโปรตีนดงักล่าวได้ แตโ่ปรตีนดงักล่าวไม่สามารถทดแทน
หน้าท่ีในการเจริญของโปรตีน Nce103 ได้เช่นเดียวกัน ส าหรับชุดการทดลองในยีสต์สายพนัธุ์

กลาย ∆nce103 ท่ีมีพลาสมิดของยีน CA ชนิดต่างๆท่ีถูกควบคมุการแสดงออกโดยโปรโมเตอร์ 
GPD พบวา่ได้ผลการทดลองเชน่เดียวกนั แตพ่บปริมาณโปรตีนน้อยกวา่ท่ีพบในชดุท่ีใช้โปรโมเตอร์ 
GAL1 (ภาพท่ี 4.35)   
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ภาพท่ี 4.34 การตรวจหาโปรตีน Nce103, pfCA และ hCAII ในยีสต์สายพันธ์ุกลาย
ที่มียีน CA ชนิดต่างๆ ภายใต้การควบคุมด้วยโปรโมเตอร์ GAL1 โดยวิธีเวสเทร์ินบลอต  

1 คือ Empty vector 
2 คือ Full-length pfCA (C-Flag) 
3 คือ Truncated pfCA (C-Flag) 
4 คือ Opt_pfCA1 (C-Flag)  
5 คือ Opt_pfCA2 (C-Flag) 
6 คือ NCE103 (C-Flag) 
7 คือ hCAII (C-Flag) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

12 % Polyacrylamide gel kDa 

35 

25 

15 
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ภาพท่ี 4.35 การตรวจหาโปรตีน Nce103, pfCA และ hCAII ในยีสต์สายพันธ์ุกลาย
ที่มียีน CA ชนิดต่างๆ ภายใต้การควบคุมด้วยโปรโมเตอร์ GPD โดยวิธีเวสเทร์ินบลอต  

1 คือ Empty vector 
2 คือ Opt_pfCA1 (C-Flag)  
3 คือ Opt_pfCA2 (C-Flag) 
4 คือ NCE103 (C-Flag) 
5 คือ hCAII (C-Flag) 

 
 
4.9 ศึกษาการแสดงออกของยีน NCE103, pfCA และ hCAII ในยีสต์สายพันธ์ุกลาย โดยวิธี 
reverse transcription-PCR 
 

เพ่ือท่ีจะศึกษาว่ายีน pfCA มีการแสดงออกในยีสต์สายพนัธุ์กลาย ∆nce103 หรือไม่ ใน
การทดลองนีจ้ะใช้วิธี RT-PCR เพ่ือตรวจหาการแสดงออกของยีนดงักล่าว โดยเร่ิมจากน ายีสต์ 
ทรานสฟอร์แมนท์ BP- 15 ท่ีมีพลาสมิดของยีน NCE103 หรือ hCAII หรือ pfCA มาเลีย้งในอาหาร
เลีย้งเชือ้ SG-Ura หรือ SG-Trp ในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 20 เป็นเวลา 4 วนั 
จากนัน้ท าการเก็บเซลล์ และท าการสกดั RNA ด้วยชดุสกดั RNA MasterPureTM Yeast RNA 
Purification Kit (EPICENTRE, USA) จากนัน้สงัเคราะห์คอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอ (cDNA) โดยใช้รี
เวอร์สทรานสคริปเทส และน าคอมพลีเมนทารีดีเอ็นเอมาท าปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรสด้วยโอลิโกนิ
วคลีโอไทด์ไพรเมอร์ เพ่ือศึกษาการแสดงออกของยีนจากการสงัเคราะห์ mRNA โดยมียีสต์สาย
พนัธุ์กลายท่ีมียีน NCE103 (C-Flag) เป็นชดุควบคมุผลบวก หรือมี Empty vector เป็นชดุควบคมุ

12 % Polyacrylamide gel kDa 

35 

25 

15 
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ผลลบ จากผลการทดลองพบว่าในยีสต์สายพนัธุ์กลายท่ีมียีน pfCA ขนาดสัน้ซึ่งมีส่วนแอคทีฟไซท์ 
(กรดอะมิโน 235 ตวั) หรือ Opt pfCA หรือ NCE103 หรือ hCAII มีการแสดงออกในระดบัทราน
สคริปชนั แตยี่น pfCA ขนาดเตม็ (กรดอะมิโน 418 ตวั) พบวา่ไม่มีการแสดงออกเลย (ภาพท่ี 4.36) 
ซึ่งสอดคล้องกับผลการท าเวสเทิร์นบลอตท่ีไม่พบโปรตีนเช่นเดียวกัน นอกจากนัน้ยงัพบว่ายีสต์

สายพนัธุ์กลาย ∆nce103 ท่ีมียีน pfCA ขนาดสัน้ซึ่งมีส่วนแอคทีฟไซท์ไม่พบว่ามีการสงัเคราะห์
โปรตีนเกิดขึน้ในผลเวสเทิรน์บลอต แตก่ลบัพบว่าสามารถสงัเคราะห์ mRNA ในระดบัทรานสคริป
ชนัได้ ผลดงักลา่วอาจเกิดจากความไมเ่สถียรของ mRNA หรือคร่ึงชีวิตของยีนดงักล่าวมีระยะเวลา
สัน้มาก จนไมเ่พียงพอท่ีจะท าให้เกิดการสงัเคราะห์โปรตีน และส่งผลให้ไม่สามารถทดแทนการท า
หน้าท่ีในการเจริญของยีสต์ท่ีขาดยีน NCE103 ได้ 
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ภาพที่ 4.36 การแสดงออกของยีน NCE103 หรือ pfCA หรือ hCAII ภายใต้การ
ควบคุมด้วยโปรโมเตอร์ของยีน GAL1 ในยีสต์สายพันธ์ุกลาย (∆nce103) โดยวิธี reverse 
transcription-PCR  

1 คือ Empty vector 
2 คือ Full-length pfCA (C-Flag) 
3 คือ Truncated pfCA (C-Flag) 
4 คือ Opt_pfCA1 (C-Flag)  
5 คือ Opt_pfCA2 (C-Flag) 
6 คือ NCE103 (C-Flag) 
7 คือ hCAII (C-Flag) 
8 คือ 1 Kb DNA Ladder 

 

1,000 bp 
750 bp 
500 bp 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวิจัย 
 

1. สามารถท าลายยีน NCE103 หรือยีน PDR5 ในโครโมโซมของยีสต์โดยการแทนท่ีด้วย 

loxP-URA3-loxP ได้ส าเร็จ ท าให้ได้ยีสต์สายพันธุ์กลายท่ีขาดยีน NCE103 (nce103::loxP) 

และได้ยีสต์สายพนัธุ์กลายท่ีขาดยีน PDR5 (pdr5::loxP) ท่ีไม่สามารถเจริญได้บนอาหารเลีย้ง
เชือ้ท่ีไม่เติมยรูาซิล ทัง้นีเ้ป็นเพราะยีน URA3 ซึ่งเป็นยีนมาร์คเกอร์ถกูขบัออกจากเซลล์ยีสต์สาย
พนัธุ์กลายทัง้สองโดยวิธี Cre/loxP system  

2. สามารถสร้างพลาสมิดให้มีการแสดงออกของยีนคาร์บอนิคแอนไฮเดรสจากยีสต์ S. 
cerevisiae (NCE103) P. falciparum (pfCA) และ มนษุย์ (hCAII) 

3. ยีสต์สายพนัธุ์ BP-15 (nce103::loxP) ไม่สามารถเจริญได้ในสภาวะมีออกซิเจนและ
มี CO2 ร้อยละ 0.035 แตส่ามารถเจริญได้ในสภาวะไมมี่ออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 20 

4. ยีสต์สายพนัธุ์ BP-15 ซึ่งมีพลาสมิดท่ีมีการแสดงออกของยีนคาร์บอนิคแอนไฮเดรส
จากยีสต์ S. cerevisiae (NCE103) และ มนษุย์ (hCAII) สามารถทดแทนการท าหน้าท่ีการเจริญ
ภายใต้สภาวะมีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 0.035 ได้ 

5. ยีสต์สายพนัธุ์ BP-15 ซึ่งมีพลาสมิดท่ีมีการแสดงออกของยีนคาร์บอนิคแอนไฮเดรส
จาก P. falciparum (pfCA) ทัง้แบบ full-length หรือแบบ truncated หรือ แบบท่ีสงัเคราะห์ยีนให้
มีการแสดงออกสงูในยีสต์ (Opt pfCA 1 หรือ Opt pfCA 2) ล้วนไม่สามารถทดแทนการท าหน้าท่ี
ของยีน NCE103 ในความสามารถการเจริญภายใต้สภาวะมีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 0.035 

6. ยีสต์สายพนัธุ์ BP-15 ซึ่งมีพลาสมิดท่ีมีการแสดงออกของยีนคาร์บอนิคแอนไฮเดรส
จากยีสต์ S. cerevisiae (NCE103) หรือของมนษุย์ (hCAII) หรือของ P. falciparum (pfCA) แบบ
ท่ีสงัเคราะห์ยีนให้มีการแสดงออกสงูในยีสต ์สามารถผลิตโปรตีนคาร์บอนิคแอนไฮเดรสได้ 

7. ยีสต์สายพนัธุ์ BP-15 ซึ่งมีพลาสมิดท่ีมีการแสดงออกของยีนคาร์บอนิคแอนไฮเดรส
จากยีสต์ S. cerevisiae (NCE103) หรือของมนษุย์ (hCAII) หรือของ P. falciparum (pfCA) แบบ 
truncated และแบบท่ีสังเคราะห์ยีนให้มีการแสดงออกสูงในยีสต์สามารถแสดงออกโดยการ
สงัเคราะห์เป็น mRNA ได้ 
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5.2 อภปิรายผลการวิจัย 
 

การทดลองโดยกลายพนัธุ์ยีสต์ให้ขาดยีน NCE103 สามารถท าได้โดยใช้วิธีการท าลายยีน
โดยผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสตามวิธีของ Amberg และคณะ (2005) ซึ่งผลท่ี
ได้ถกูตรวจสอบการท าลายยีน NCE103 โดยใช้ไพร์เมอร์ 2 คู ่ตามภาพท่ี 4.3 เม่ือยีน NCE103 ถกู
ท าลายส่งผลให้ไม่สามารถเจริญได้ในสภาวะท่ีมี CO2 ต ่า แตส่ามารถเจริญได้เม่ือใช้เอนไซม์คาร์-
บอนิคแอนไฮเดรสจากต้นยาสูบ หรือเลีย้งในสภาวะท่ีมี  CO2 สูง (Götz และคณะ, 1999) 
นอกจากนีย้งัต้องท าลายยีน URA3 ท่ีเข้าไปแทนท่ี NCE103 ในโครโมโซมของยีสต์เพ่ือจะได้น ายีน
มาร์คเกอร์นีก้ลบัมาใช้ได้ใหม่โดยใช้ระบบ Cre/loxP (Gueldener และคณะ, 2002) โดยเม่ือมีการ
แสดงออกของ Cre recombinase ในเซลล์ยีสต์จะส่งผลให้ URA3 ท่ีขนาบข้างด้วย loxP ถกูตดั
ออกไปจากโครโมโซม ดงัภาพท่ี 4.4  

ยีสต์สายพนัธุ์กลาย BP-15 (nce103::loxP) สามารถเจริญได้เฉพาะในสภาวะท่ีไม่มี
ออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 20 แต่ไม่สามารถเจริญได้ในภาวะมีออกซิเจนและมี CO2 ร้อยละ 
0.035 ดงัภาพท่ี 4.30 ซึ่งสอดคล้องกบัการทดลอง Amoroso และคณะ (2005) ซึ่งพบว่าแอคทิวิตี
ของเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสของยีสต์ในสภาวะท่ีมี CO2 ต ่า (CO2 ร้อยละ 0.035) จะมีแอคทิ
วิตีสงูกว่า 10-20 เท่า เม่ือเทียบกบัในสภาวะท่ีมี CO2 สงู (CO2 ร้อยละ 5) และยงัพบว่าในสภาวะ
ท่ีมี CO2 ต ่า จะมีการสะสมของ mRNA ของ NCE103 มากกว่าเม่ือเลีย้งในสภาวะท่ีมี CO2 สูง 
เน่ืองจากยีสต์น าเอนไซม์ไปใช้ในการสร้างไบคาร์บอเนต (HCO3

-) หรือใช้ในการควบคมุคา่ความ
เป็นกรดดา่งภายในเซลล์ของยีสต์  

จากผลการทดลองศึกษาการทดแทนการท าหน้าท่ีพบว่าการใช้ Flag tag ติดทางด้าน
ปลาย 5’ หรือ 3’ ของยีน NCE103 ไม่มีผลไปรบกวนตอ่หน้าท่ีการท างานของยีน NCE103 ของ
ยีสต์ ดงัภาพท่ี 4.31 เช่นเดียวกับการศึกษาก่อนหน้านีข้อง Wider และคณะ (2009) ท่ีน า Flag 
tag มาติดด้านปลาย 5’ ของยีนฮีทช๊อคโปรตีน 90 ของ P. falciparum เทียบกบัไม่ติด Flag และ
ศกึษาผลการทดแทนหน้าท่ีของการเจริญพบวา่มีความแตกตา่งกนัเพียงเล็กน้อย นอกจากนีเ้ม่ือน า
ยีน hCAII จากมนุษย์มาทดแทนการท าหน้าท่ีในยีสต์สายพนัธุ์กลาย BP-15 ก็พบว่าสามารถ
ทดแทนการท าหน้าท่ีการเจริญ เม่ือเลีย้งยีสต์ดงักลา่วในสภาวะมีออกซิเจนและมี CO2 ต ่าได้ (ภาพ

ท่ี 4.33) และพบว่าอตัราการเจริญแตกต่างเพียงเล็กน้อยจากในยีสต์สายพนัธุ์กลาย ∆nce103 ท่ี
มีพลาส-มิดท่ีมียีน NCE103 อยู ่ผลการทดลองนีเ้ป็นไปในท านองเดียวกนัทัง้ชดุการทดลองท่ีให้ยีน
แสดงออกภายใต้การควบคมุของโปรโมเตอร์ GAL1 และของโปรโมเตอร์ GPD ผลท่ีได้สอดคล้อง
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กบั Clark และคณะ (2004) ท่ีน าเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสจากมนษุย์ (hCAII) ซึ่งถกูจดัเป็น 

CA ชนิด α มาแสดงออกในยีสตส์ายพนัธุ์กลาย nce103 พบว่าสามารถทดแทนการท าหน้าท่ีใน
ยีสต์ได้เม่ือเลีย้งยีสต์ในสภาวะท่ีมี CO2 ต ่า ความสามารถในการทดแทนการท าหน้าท่ีของ hCAII 
อาจเป็นผลมาจากล าดบัยีน โปรตีน และวิถีการสงัเคราะห์ต่างๆมีระดบัการอนุรักษ์กับมนุษย์สูง 
(Barberis และคณะ, 2005) จึงส่งผลให้สามารถทดแทนการท าหน้าท่ีการเจริญในยีสต์กลายพนัธุ์
ท่ีขาดยีน NCE103 ได้  

แตเ่ม่ือศึกษาการทดแทนการท าหน้าท่ีการเจริญของ pfCA ชนิดตา่งๆในยีสต์กลบัพบว่า
ทัง้ pfCA ชนิดท่ีเป็น full-length หรือชนิด truncated ไม่สามารถทดแทนการท าหน้าท่ีการเจริญ
ภายใต้สภาวะมีออกซิเจนและมี CO2 ต ่าได้เลย ดงัภาพท่ี 4.32 ทัง้นีอ้าจเน่ืองจากยีนท่ีมาจาก P. 
falciparum มกัมีเบส A หรือ T สงู ซึง่สง่ผลตอ่การยืดยาวของสาย RNA เม่ือมีการสงัเคราะห์ RNA 
เกิดขึน้ (Romanos และคณะ, 1992) และมีผลงานวิจยัของ Romanos และคณะ (1991) ศกึษา
การแสดงออกของ fragment C ของ Clostridium tetani ซึ่งเป็นส่วนท่ีไม่เป็นพิษมาแสดงออกใน
ยีสต์เพ่ือน าไปใช้เป็นวคัซีนป้องกนับาดทะยกั พบว่า fragment C มีองค์ประกอบของเบส A หรือ T 
สงูถึงร้อยละ 71 จึงมีบริเวณท่ีมีเบส A หรือ T ตอ่เน่ืองกนัจ านวนมากจึงส่งผลตอ่การยืดยาวของ 
mRNA เน่ืองจากอาจมีบริเวณท่ีเป็นสญัญาณการหยุดการสงัเคราะห์ mRNA เช่น TTTTTATA 
(Henikoff และ Furlong 1983) ล าดบัท่ีเป็นไตรพาไทต์ TAG..(T-rich)..TA(T)GT..(AT-rich)..TTT 
(Zaret และ Sherman 1982) และ TAAATAAA/T (Bennetzen และ Hall 1982) แตปั่ญหาท่ีเกิด
จากการหยดุการสงัเคราะห์ mRNA สามารถถกูแก้ไขได้โดยใช้วิธีการสงัเคราะห์เส้นดีเอ็นเอแทน
โดยสง่ผลให้ร้อยละของเบส G หรือ C เพิ่มขึน้จากร้อยละ 29 เป็นร้อยละ 47 และยงัพบอีกว่าถ้าไม่
สงัเคราะห์ดีเอ็นเอทัง้เส้น แต่สงัเคราะห์เพียงบางส่วนจะไม่สามารถสงัเคราะห์เป็น mRNA หรือ 
โปรตีนท่ีเป็นเส้นเต็มได้ นอกจากนีเ้ม่ือน า dihydrofolate reductase-thymidylate synthase ของ 
P. falciparum มาแสดงออกใน E. coli พบวา่ได้เอนไซม์ในปริมาณต ่า แตเ่ม่ือท าการสงัเคราะห์ยีน
ให้ codon เหมาะสมกลบัได้ในปริมาณมากขึน้ถึง 10 เทา่ (Prapunwattana และคณะ, 1996)     

ยีนท่ีจะแสดงออกได้ดีควรมีปริมาณร้อยละของ GC อยู่ในช่วงร้อยละ 30-70 ส าหรับยีน 
pfCA แบบ full-length และแบบ truncated form พบว่ามีร้อยละ GC เป็น 24 ซึ่งจดัว่าต ่าเกินกว่า
คา่ท่ีควรจะได้การแสดงออกดี ดงันัน้งานวิจยันีผู้้วิจยัจึงได้ท าการแก้ปัญหาท่ีเกิดจากองค์ประกอบ
ของเบส A หรือ T สงู (ร้อยละ 76) โดยท าการสงัเคราะห์ยีน pfCA 2 แบบขึน้มาให้มีการแสดงออก
สงูในยีสต์ Opt pfCA 1 (ร้อยละของเบส G หรือ C คือ 33) และ Opt pfCA 2 (ร้อยละของเบส G 
หรือ C คือ 39) เพ่ือแก้ปัญหาท่ีเกิดจากการไม่แสดงออกของยีน pfCA น าไปสู่ผลท่ีไม่สามารถ
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ทดแทนการท าหน้าท่ีได้ โดยท่ีล าดบักรดอะมิโนไม่มีการเปล่ียนแปลงจากรูปแบบดัง้เดิม แต่เม่ือ
ศกึษาผลของการทดแทนการท าหน้าท่ีการเจริญกลบัพบว่ายงัคงไม่สามารถทดแทนการท าหน้าท่ี
ได้เช่นเดิม ทัง้ชนิดของยีนสงัเคราะห์ท่ีถูกควบคมุภายใต้โปรโมเตอร์ GAL1 หรือ GPD ดงัภาพท่ี 
4.33 ในทางตรงกนัข้ามเม่ือท าการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนโดยวิธีเวสเทิร์นบลอตโดยใช้ 
anti-Flag antibody พบว่ายีสต์ท่ีมีพลาสมิดท่ีมียีน pfCA ท่ีถกูสงัเคราะห์ให้มีการแสดงออกสงูใน
ยีสต์ 2 แบบ (Opt pfCA 1 และ Opt pfCA 2) สามารถสงัเคราะห์โปรตีนได้และมีขนาดใกล้เคียง
กบัโปรตีนท่ีประมวลรหสัจากยีน NCE103 แตพ่บว่ายีสต์ท่ีมีพลาสมิดท่ีมียีน pfCA ท่ีเป็นชนิด full-
length หรือ truncated form ไม่สามารถสงัเคราะห์โปรตีนได้ดงัท่ีตัง้สมมตุิฐานไว้ (ภาพท่ี 4.34) 
การท่ียีน pfCA ท่ีถกูสงัเคราะห์ขึน้ให้มีการแสดงออกสงูในยีสต์ทัง้ 2 แบบไม่สามารถทดแทนการ

ท าหน้าท่ีการเจริญในยีสต์สายพนัธุ์กลาย ∆nce103 อาจเกิดจากการท่ีเป็นยีนท่ีมาจากสิ่งมีชีวิต
อ่ืนท่ีมีความแตกต่างจากยีสต์มาก ท าให้เม่ือมาอยู่ในสภาวะแวดล้อมในยีสต์ การท างานของ
โปรตีน pfCA อาจท างานได้ไม่ดี เน่ืองจากสภาพแวดล้อมไม่เหมาะสมตอ่การท างานของเอนไซม์ 
จากการศกึษาก่อนหน้านีข้องยีน P0 จากปรสิต Leishmania infantum ซึ่งเป็นไรโบโซมอลโปรตีน 
ไม่สามารถทดแทนหน้าท่ีการเจริญในยีสต์สายพันธุ์กลายท่ีขาดยีน P0 ได้เช่นเดียวกัน 
(Rodriguez-Gabriel และคณะ, 2000) หรืออาจเก่ียวข้องกบัการม้วนพบัของโปรตีน เม่ือไม่ได้อยู่
ในสภาวะท่ีเหมาะสมตามธรรมชาติ ซึ่งท าให้เกิดการม้วนพบัท่ีผิดปกติ เน่ืองจากมีความจ าเพาะ
ตอ่แชพเพอโรน (Chaperone) ในยีสต์ต ่า (Romanos และคณะ, 1992; Rai และ Padh 2001) 
หรืออาจเป็นผลจากการท่ียีน pfCA เม่ือถูกน ามาท าให้แสดงออกในยีสต์ ด้านปลาย 5’ ของยีน 
pfCA อาจมีบทบาทท่ีส่งผลตอ่กิจกรรมทางชีวภาพท าให้ยีน Opt pfCA 1 และ Opt pfCA 2 ซึ่งได้
ท าการตดัเอาด้านปลาย 5’ ออกเพ่ือลดปัญหาจากการท่ีอาจมีบริเวณท่ีเป็นสญัญาณการหยดุการ
สงัเคราะห์ mRNA ถึงแม้ว่าส่วนแอคทีฟไซต์จะอยู่ด้านปลาย 3’ ก็ตาม Wagenbach และคณะ 
(1991) พบว่าด้านปลาย 5 ’ ของฮีโมโกลบินเก่ียวข้องกับการตอบสนองต่อตัวดัดแปลงของ
ฮีโมโกลบนิ นอกจากนัน้ Gao และคณะ (2010) พบว่าด้านปลาย 5’ ของ Survivin ซึ่งเป็นซพัเพรส
เซอร์ของอะพอพโทซิส อาจมีสว่นชว่ยในการม้วนพบัโปรตีนของตวัมนัเองให้ถกูต้อง 

จากผลการทดลองดังภาพท่ี 4.34 และ 4.35 พบว่า ยีนชนิดเดียวกันท่ีอยู่ภายใต้การ
ควบคุมด้วยโปรโมเตอร์ GPD มีการแสดงออกต ่ากว่า โดยวัดจากปริมาณโปรตีนท่ีได้เทียบกับ
โปรตีนท่ีสงัเคราะห์มาจากยีนท่ีอยู่ภายใต้โปรโมเตอร์ GAL1 และพบว่าในยีสต์ท่ีมีพลาสมิดท่ีมียีน 
hCAII มีการแสดงออกของโปรตีนสูงสุดเม่ือเทียบกับในยีสต์สายพนัธุ์กลายท่ีมีพลาสมิดท่ีมียีน 
NCE103 ของยีสต์ หรือ pfCA จาก P. falciparum แต่พบว่าโปรตีน hCAII มีการเส่ือมสลาย
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เกิดขึน้ภายในเซลล์ โดยสงัเกตจากผลการทดลองเวสเทิร์นบลอตเป็นท่ีสงัเกตว่าพบแถบโปรตีนท่ี
อยู่ต ่ากว่าโปรตีน hCAII อยู่หลายแถบ อาจเน่ืองมาจากการท่ีน ายีน hCAII ของมนุษย์มา
แสดงออกในยีสต์ จึงอาจส่งผลให้เกิดการจดจ าว่าเป็นโปรตีนท่ีผิดปกติ (Goldberg และ Goff 
1986; Goldberg 2003) และเกิดการสลายตวัค่อนข้างรวดเร็ว หรืออาจเกิดจากการท่ีมีการ
แสดงออกของโปรตีน hCAII เป็นจ านวนมาก ท าให้เซลล์ยีสต์ต้องลดจ านวนโปรตีนท่ีสร้างขึน้มาก
เกินไป โดยเพิ่มการสลายตวัของโปรตีน และอีกทัง้ในสภาวะปกติยีน NCE103 ซึ่งเป็นเอนไซม์คาร์
บอนิคแอนไฮเดรสของยีสต์มีการแสดงออกท่ีต ่าในสภาวะมีออกซิเจนและมี CO2 ต ่า ซึ่งแสดงว่า
โปรตีนดงักล่าวถูกสร้างเพ่ือน ามาใช้ในเซลล์ยีสต์ปริมาณต ่าก็เพียงพอตอ่กิจกรรมทางชีวภาพของ
ยีสต์ และจากการศกึษาการแสดงออกโดยตรวจสอบระดบั mRNA ท่ีสงัเคราะห์ขึน้เพ่ือยืนยนัผลท่ี
ได้จากการทดลองชนิดเวสเทิร์นบลอต ดงัภาพท่ี 4.36 พบว่ายีน Opt pfCA 1 และ Opt pfCA 2 มี
การสงัเคราะห์ mRNA เกิดขึน้เชน่เดียวกบัผลการแสดงออกของโปรตีนท่ีได้จากผลการทดลองเวส-
เทิร์นบลอต แตเ่ป็นท่ีนา่แปลกใจท่ียีน pfCA แบบ truncated form ก็สามารถสงัเคราะห์ mRNA ได้
ด้วยทัง้ท่ีไม่พบว่ามีการสงัเคราะห์โปรตีนเกิดขึน้ ในขณะท่ียีน pfCA แบบ full-length ไม่สามารถ
สงัเคราะห์ mRNA ได้ อาจอธิบายได้ว่าการท่ียีนของ pfCA แบบ full-length มีล าดบัเบสท่ีเป็น
สญัญาณการหยดุการสงัเคราะห์ mRNA (TTTTTATA) ในต าแหน่งท่ี 445-452 แต่ยีน pfCA แบบ 
truncated form ไม่พบ และ codon bias อาจส่งผลตอ่การสร้างโปรตีนของ mRNA ของ pfCA 
แบบ truncated form เน่ืองจากพบว่ามี rare codons ท่ีพบในยีสต์ จากการศกึษาของ Baca และ 
Hol (2000) พบว่าเม่ือท าทรานส์ฟอร์มพลาสมิดท่ีมียีนจากปรสิตควบคู่ไปกับพลาสมิดท่ีมียีนท่ี
ถอดรหสัได้เป็น tRNA ซึ่งจดจ ากับ rare codons ท่ีพบในยีนปรสิตมาแสดงออกใน E. coli 
สามารถเพิ่มปริมาณอยา่งมากตอ่การแสดงออกของโปรตีนท่ีได้จากยีนปรสิต    
 
 
5.3 ข้อเสนอแนะ 

 

1. ศกึษาแอคทิวิตีเอสเทอเรสของเอนไซม์คาร์บอนิคแอนไฮเดรสของ P. falciparum 
ใน in vitro เพ่ือศกึษาว่าเอนไซม์ pfCA ท่ีผลิตได้ในยีสต์นัน้มีความสามารถในการท างานหรือไม ่
โดยเปรียบเทียบกบัเอนไซม์ hCAII ซึง่พบวา่สามารถทดแทนหน้าท่ีการเจริญในยีสต์ได้ 

2. ศกึษาโครงสร้างของ pfCA โดยใช้วิธี x-ray crystallography เพ่ือดโูครงสร้าง
ทัง้หมดของโปรตีน อันจะน าไปสู่การวิเคราะห์และเข้าใจเก่ียวกับโปรตีนดังกล่าวได้ดีขึน้ และ
น าไปสูก่ารประยกุต์ใช้ในยีสต์ให้เหมาะสมตอ่ไป 
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ภาคผนวก ก 
สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลีย้งเซลล์ 

 
อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Yeast peptone dextrose (YPD) 

Yeast extract     10 กรัม 
Peptone    20 กรัม 
Glucose     20 กรัม 

ละลายสว่นผสมทัง้หมดในน า้กลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคา่ความเป็นกรด-เบส
ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มลั เป็น 4.5 และน าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความ
ดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Yeast peptone adenine uracil dextrose (YPAUD) 

Yeast extract     10 กรัม 
Peptone     20 กรัม 
Glucose     20 กรัม 
Adenine     400 มิลลิกรัม 
Uracil      200 มิลลิกรัม 

ละลายสว่นผสมทัง้หมดในน า้กลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร และน าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วย
ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 
 
อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง Yeast peptone adenine uracil dextrose (YPAUD agar) 

เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้เหลว YPAUD ละลายอะการ์ 20 กรัมตอ่อาหารเลีย้งเชือ้ 1 ลิตร
น าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที 
 
อาหารเลีย้งเชือ้เหลว synthetic complete medium (SC medium) 

Yeast nitrogen base without amino acid  6.7 กรัม 
Glucose      20 กรัม 
10 x amino acid without uracil    100 มิลลิลิตร 
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ละลายสว่นผสมทัง้หมดในน า้กลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคา่ความเป็นกรด-เบส
ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มลั เป็น 4.5 น าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนั
ไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 

 
อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง Synthetic complete medium (SC medium agar) 

เตรียมอาหารเลีย้งเชือ้เหลว SC medium ละลายอะการ์ 20 กรัมตอ่อาหารเลีย้งเชือ้ 1 
ลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที 

 
อาหารเลีย้งเชือ้เหลว Yeast peptone galactose (YPGal) 

Yeast extract     10 กรัม 
Peptone    20 กรัม 
Galactose    20 กรัม 

ละลายสว่นผสมทัง้หมดในน า้กลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร ปรับคา่ความเป็นกรด-เบส
ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1 นอร์มลั เป็น 4.5 และน าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความ
ดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
10 x amino acid without uracil 

Adenine sulfate    200 มลิลิกรัม 
L-Tryptophan     200 มิลลิกรัม 
L-Histidine HCl    200 มิลลิกรัม 
L-Argine HCl     200 มิลลิกรัม 
L-Methionine     200 มิลลิกรัม 
L-Tryosine    300 มิลลิกรัม 
L-Leucine     1000 มิลลิกรัม 
L-Isoleucine     300 มิลลิกรัม 
L-Lysine HCl     300 มิลลิกรัม 
L-Phenylalanine    500 มิลลิกรัม 
L-Glutamic acid    1000 มิลลิกรัม 
L-Aspartic acid    1000 มิลลิกรัม 
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L-Valine     1500 มิลลิกรัม 
L-Threonine     2000 มิลลิกรัม 
L-Serine     4000 มิลลิกรัม 

ละลายสว่นผสมทัง้หมดในน า้กลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนั
ไอ15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
อาหารเลีย้งเชือ้แข็ง 5-FAA 
  Glucose    5 กรัม 
  Bacto agar    2 กรัม 
 ละลายสว่นผสมทัง้หมดในน า้กลัน่ปริมาตร 80 มิลลิลิตร และน าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนั
ไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมู ิ121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  ปลอ่ยอาหารให้เย็นลง
ใน water bath ท่ีอณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียส หลงัจากนัน้ให้เตมิสารตามข้างลา่งในตู้  laminar 
  10x Yeast nitrogen base  10 มิลลิลิตร 
  10x Supplements stock  10 มิลลิลิตร 
  (w/o Tryptophan, Uracil and Leucine) 
  Tryptophan (1 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร) 100 ไมโครลิตร 
  Uracil (0.2 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร) 1 มิลลิลิตร 
  Leucine (1 กรัมตอ่ 100 มิลลิลิตร) 1 มิลลิลิตร 
  5-Fluoroanthranilic acid  500 ไมโครลิตร 
*ต้องน าสารไปอุ่นใน water bath ท่ีอณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียส ก่อนใสล่งในฟลาสก์ท่ีน าไปนึง่ฆา่
เชือ้ข้างต้น     
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 ภาคผนวก ข  
 สารเคมีและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง  
 
กลีเซอรอล 

น ากลีเซอรอลมานึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 24 ชัว่โมง แล้วนึง่ฆา่เชือ้ซ า้อีก 2 รอบ 
 
สารละลาย Tris-HCl 1 M ความเป็นกรด-เบสเป็น 8.0 

Trisma base    121.1 กรัม 
กรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น    42 มิลลิลิตร 

ละลาย Trismabase ในน า้ปลอดประจปุริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนัน้เตมิกรดไฮโดร 
คลอริกเข้มข้น คนให้เข้ากนัรอให้เย็นลงแล้วจงึปรับคา่ความเป็นกรด-เบสด้วยกรดไฮโดรคลอริก
เข้มข้นให้เป็น 8.0 เตมิน า้ปลอดประจจุนเป็นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความ
ดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย EDTA 0.5 M ความเป็นกรด-เบสเป็น 8.0 

EDTA      186.1 กรัม 
โซเดียมไฮดรอกไซด์    20 กรัม 

ละลาย EDTA ในน า้ปลอดประจปุริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนัน้เตมิเกล็ดโซเดียมไฮดร 
อกไซด์ คนให้เข้ากนัรอให้เย็นลงแล้วจงึปรับคา่ความเป็นกรด-เบสด้วยกรดไฮโดรคลอริกเข้มข้น 
ให้เป็น 8.0 เตมิน า้ปลอดประจจุนเป็นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอ 
15 ปอนด์ตอ่ ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
บัฟเฟอร์ TE ความเป็นกรด-เบสเป็น 8.0 

Tris-HCl     10 มิลลิโมลาร์ 
EDTA      1 มิลลิโมลาร์ 

ผสมสารละลาย Tris-HCl เข้มข้น 1.0 โมลาร์ ความเป็นกรด-เบสเป็น 8.0 ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เข้ากบัสารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ ความเป็นกรด-เบสเป็น 8.0 ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร เตมิน า้ปลอดประจจุนเป็นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอ 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 



   140 

บัฟเฟอร์ 50X Tris-acetate (TAE) 
Tris base     242 กรัม 
กรดอะซีตกิเข้มข้น    57.1 มิลลิลิตร 

สารละลาย EDTA เข้มข้น 0.5 โมลาร์ pH 8.0 100 มิลลิลติร ละลายส่วนประกอบทัง้หมด
ในน า้ปลอดประจปุริมาตร 800 มิลลิลิตร แล้วเตมิน า้ปลอดประจ ุจนเป็นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 
น าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที 
 
High extraction buffer 

Tris-HCl, pH 8.0      250 มิลลิโมลาร์ 
สารละลาย EDTA, pH 8.0   50 มิลลิโมลาร์ 
สารละลายโซเดียมคลอไรด์   125 มิลลิโมลาร์ 
น า้ปลอดประจ ุ

 
สารละลายฟีนอล (phenol) 

น าฟีนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวท่ีอณุหภมูิ 68 องศาเซลเซียส จากนัน้เตมิผงไฮ
ดรอกซีควิโนลีน ให้ความเข้มข้นสดุท้ายเป็น 0.1% แล้วเตมิ Tris-HCl เข้มข้น 1 โมลาร์ความเป็น
กรด-เบสเป็น 8.0 ในอตัราสว่น 1:1 (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) เขยา่ให้เข้ากนัแล้วตัง้ทิง้ไว้จน
สารละลายแยกชัน้ ดดูชัน้ฟีนอลมาวดัความเป็นกรด-เบสให้ได้เทา่กบั 7.8 (ใช้ pH paperวดั) ถ้า
ยงัไมไ่ด้ให้ดดูสารละลายชัน้บนทิง้แล้วเตมิ Tris-HCl เข้มข้น 1 โมลาร์ ความเป็นกรด-เบสเทา่กบั 
8.0 ลงไปอีกครัง้ เขยา่ให้เข้ากนัท าเชน่นีต้อ่ไปเร่ือยๆจนกระทัง่ชัน้ฟีนอลมีความเป็นกรด-เบส
เทา่กบั 7.8 สดุท้ายเตมิบฟัเฟอร์ TE ความเป็นกรด-เบสเทา่กบั 8 ในอตัราสว่น 1:1 (ปริมาตรตอ่
ปริมาตร) เขยา่ให้เข้ากนัแล้วดดูสารละลายชัน้บนทิง้ เตมิบฟัเฟอร์ TE ความเป็นกรด-เบสเทา่กบั 8 
ในอตัราสว่น 1:1 อีกครัง้ เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ในขวดสีชาท่ีปิดฝาแนน่ 
 
สารละลายฟีนอล/คลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 

ผสมสารละลายฟีนอลอ่ิมตวัด้วย Tris-HCl เข้ากบัคลอโรฟอร์มและไอโซเอมิลแอลกอฮอล์
ในอตัราสว่น ฟีนอล : คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ เป็น 25 : 24 : 1 (ปริมาตรตอ่ปริมาตร
ตอ่ปริมาตร) ผสมให้เข้ากนั เก็บไว้ในขวดสีชาท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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สารละลายคลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
ผสมคลอโรฟอร์มและไอโซเอมิลแอลกอฮอล์เข้าด้วยกนัในอตัราสว่น 24 : 1 (ปริมาตรตอ่ 

ปริมาตร) เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 
Loading dye 

Bromphenolblue    0.025% 
ซูโครส      40% 

ละลายสว่นผสมในน า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ เก็บรักษาท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 
สารละลายโซเดียมอะซีเตท 3 M ความเป็นกรด-เบสเท่ากับ 5.2 

ละลายโซเดียมอะซีเตท น า้หนกั 204 กรัม ในน า้ปลอดประจใุห้ได้ปริมาตรประมาณ 400 
มิลลิลิตร น าไปปรับคา่ความเป็นกรด-เบสให้เป็น 5.2 ด้วยกรดอะซีตกิปริมาตรประมาณ 57
มิลลิลิตร เตมิน า้ปลอดประจใุห้ได้ปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอ 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลายโปรตีเนสเค (proteinase K) ความเข้มข้น 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ละลายผงโปรตีนเนสเคน า้หนกั 20 มิลลิกรัม ในน า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ให้ครบปริมาตร 
1 มิลลิลิตร เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
สารละลาย RNase A 10 mg/ml 

ละลายผง RNase A น า้หนกั 10 มิลลิกรัม ในน า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ให้ครบปริมาตร 1 
มิลลิลิตร เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
70% เอธานอล 

99% เอธานอล     700 มิลลิลิตร 
น า้กลัน่ปลอดประจ ุ   300 มิลลิลิตร 
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สารละลาย 50% PEG 
ผสมสารละลาย PEG 50 มิลลิลิตรลงในน า้กลัน่ปลอดเชือ้กบัน า้กลัน่ให้ได้ปริมาตรครบ 

100 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ อณุหภมูิ121 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย carrier DNA 2 mg/ml 

ละลาย ดีเอ็นเอท่ีมีมวลโมเลกลุสงู (Deoxyribonuclei acid Sodium salt Type lll from 
salmon testes) น า้หนกั 2 มิลลิกรัมในน า้ให้ครบปริมาตร 1 มิลลิลิตร เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 องศา 
เซลเซียส 
 
บัฟเฟอร์ Phosphate buffer saline (PBS, Ca2+, Mg2+ Free) ความเป็นกรด-เบส 7.4 

NaCl      8.0 กรัม 
KCl      0.2 กรัม 
NaHPO4     1.44 กรัม 
KH2PO4     0.24 กรัม 

น าแตล่ะสว่นคอ่ยๆละลายในน า้ปลอดประจุ 800 มิลลิลติร ปรับคา่ความเป็นกรด-เบสเป็น 
7.4 ด้วย HCl ความเข้มข้น 1 N หรือ NaOH ความเข้มข้น 1 N ปรับปริมาตรด้วยกระบอกตวงจน
ครบ 1000 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียสความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่
ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย 0.5 M EGTA 

ละลาย EGTA จ านวน 9.52 กรัม ในน า้ปลอดประจ ุ 50 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ี
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 20 นาที เก็บท่ีอณุหภมูิ 
ห้อง 

 
สารละลาย 5 M NaCl 

 ละลาย NaCl จ านวน 14.625 กรัม ในน า้ปลอดประจ ุ 50 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่
เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที เก็บท่ี
อณุหภมูิห้อง 
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สารละลาย 1 M Dithiothreitol (DTT) 
ละลาย DTT จ านวน 3.09 กรัม ใน Sodium acetate ความเข้มข้น 0.01 M pH 5.2

ปริมาตร 40 มิลลิลิตร กรองผา่นหวักรอง (filter disc) ขนาด 0.22 ไมโครเมตรแบง่ใสห่ลอดไมโค
รเซนตฟิิวจ์หลอดละ 1 มิลลิลิตร เก็บท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 
สารละลาย 1 M Tris-HCl (ค่าความเป็นกรด-เบส 7.2) 

ละลาย Tris-HCl จ านวน 15.76 กรัม ในน า้ปลอดประจ ุ80 มิลลิลิตร ปรับคา่ความเป็น 
กรด-เบส เป็น 7.2 ด้วย HCl ความเข้มข้น 1 N หรือ NaOH ความเข้มข้น 1 N ปรับปริมาตรด้วย 
กระบอกตวงจนครบ 100 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 
ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย Buffer A ส าหรับสกัดโปรตีน 

1 M Tris-HCl (pH 7.5)  0.5 มิลลิลิตร 
0.1 M EDTA (pH 8.0)  0.5 มิลลิลิตร 
0.5 M EGTA (pH 8.0)  0.2 มิลลิลิตร 
5 M NaCl    0.05 มิลลิลิตร 
100% Tween20   0.005 มิลลิลิตร 
100% glycerol   1 มิลลิลิตร 
ddH2O    7.745 มิลลิลิตร 

 
สารละลาย Buffer B ส าหรับสกัดโปรตีน 

Buffer A    690 ไมโครลิตร 
10% SDS   200 ไมโครลิตร 
10x protease inhibitor  100 ไมโครลิตร 
Phosphatase   10 ไมโครลิตร 
1 M DTT    1 ไมโครลิตร 

 
สารละลาย BCATM protein assay 

สารละลาย A     50 สว่น 
สารละลาย B     1 สว่น 
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สารละลาย 1.5 M Tris ความเป็นกรด-เบส 8.8 
ละลาย trisma base จ านวน 90.855 กรัม ในน า้ปลอดประจ ุ400 มิลลิลิตร ปรับคา่ความ

เป็นกรด-เบส เป็น 8.8 ด้วย HCl ความเข้มข้น 1 N หรือ NaOH ความเข้มข้น 1 N ปรับปริมาตรให้
ครบ 500 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ 
ตารางนิว้ เป็น เวลา 15 นาที 
 
สารละลาย 1 M Tris ความเป็นกรด-เบส 6.8 

ละลาย trisma base จ านวน 12.114 กรัม ในน า้ปลอดประจ ุ80 มิลลิลิตร ปรับคา่ความ
เป็นกรด-เบส เป็น 6.8 ด้วย HCl ความเข้มข้น 1 N หรือ NaOH ความเข้มข้น 1 N ปรับปริมาตรให้
ครบ 100 มิลลิลิตรน าไปนึ่งฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่
ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย 10% SDS 

ละลาย SDS (Sodium dodecyl sulfate) จ านวน 5 กรัมในน า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 40 
มิลลิลิตร ปรับคา่ความเป็นกรด-เบสเป็น 7.2 ด้วย HCl ความเข้มข้น 1 N หรือ NaOH ความเข้มข้น 
1 N ปรับปริมาตรด้วยกระบอกตวงจนครบ 50 มิลลิลิตร 
 
สารละลาย 10% Ammonium persulfate (APS) 

ละลาย Ammonium persulfate จ านวน 0.5 กรัม ในน า้ปลอดประจปุลอดเชือ้ 5 มิลลิลิตร 
เก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
 
12% Separating gel 

ddH2O     3.436 มิลลิลิตร 
40% Acrylamide    2.4 มิลลิลิตร 
1.5 M Tris pH 8.8    2.0 มิลลิลิตร 
10% SDS     0.08 มิลลิลิตร 
10% APS     0.08 มิลลิลิตร 
TEMED     0.004 มิลลิลิตร 

 
 



   145 

5% staking gel 
ddH2O     1.204 มิลลิลิตร 
40% Acrylamide    0.25 มิลลิลิตร 
1 M Tris pH 6.8    0.504 มิลลิลิตร 
10% SDS     0.02 มิลลิลิตร 
10% APS     0.02 มิลลิลิตร 
TEMED     0.002 มิลลิลิตร 

 
สารละลาย 5x Running buffer 

trisma base     15.1 กรัม 
glycine     94 กรัม 
SDS      5 กรัม 

น าแตล่ะสว่นคอ่ยๆ ละลายในน า้ปลอดประจ ุ 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยกระบอก
ตวงจนครบ 1000 มิลลิลิตร น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์
ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย 2x loading buffer 

10% SDS     4 มิลลิลิตร 
Glycerol 87%    2.29 มิลลิลิตร 
1.0 M Tris pH 6.8    1 มิลลิลิตร 
ddH2O     2.71 มิลลิลิตร 
Bromphenol blue    0.001 กรัม 

 
สารละลาย Staining buffer 

β-mercapto ethanol    100 ไมโครลิตร 
2x loading buffer    900 ไมโครลิตร 

 
สารละลาย Transfer buffer 

Glycine     2.9 กรัม 
Trisma base     15.1 กรัม 
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SDS      0.37 กรัม 
ละลายสว่นประกอบทัง้หมดในน า้ปลอดประจุ 700 มิลลิลิตร เตมิเมทานอลสมับรูณ์ 

จ านวน 200 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้ครบ 1000 มิลลิลิตร ด้วยน า้ปลอดประจุ น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ี
อณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย 10x Phosphate buffer saline (PBS) 

NaCl      80.0 กรัม 
KCl      2.0 กรัม 
NaHPO4     14.4 กรัม 
KH2PO4     2.4 กรัม 

น าแตล่ะสว่นคอ่ยๆละลายในน า้ปลอดประจุ 800 มิลลิลติร ปรับคา่ความเป็นกรด-เบสเป็น 
7.4 ด้วย HCl ความเข้มข้น 1 N หรือ NaOH ความเข้มข้น 1 N ปรับปริมาตรด้วยกระบอกตวงจน
ครบ 1000 มิลลิลิตรน าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่
ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย Phosphate buffer saline tween20 (PBST) 

1x Phosphate buffer    1 ลิตร 
Tween 20     0.5 มิลลิลิตร 

 
สารละลาย Blocking solution (PBST in 3% non-fat dry milk) 

PBST      200 มิลลิลิตร 
skim milk     6 กรัม 

 
ECL Western blot reagent 

สารละลาย 1     2 มิลลิลิตร 
สารละลาย 2     2 มิลลิลิตร 

 
น า้ยาล้างฟิล์ม 

Developer  1 สว่น : น า้ 4 สว่น 
Fixer   1 สว่น : น า้ 4 สว่น 
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น า้ปลอด RNAase (DEPC water) 
เตมิสารละลาย Diethylpyrocarbonate (DEPC) 10 ไมโครลิตรลงในน า้ HPLC ตัง้ทิง้ไว้ท่ี 

อณุหภมูิห้องข้ามคืน น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์ตอ่
ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 
สารละลาย 70% Ethanol in DEPC water 

Absolute Ethanol    70 มิลลิลิตร 
DEPC water     30 มิลลิลิตร 

 
สารละลาย 50x TAE buffer 

Tris base acetate    48.4 กรัม 
Garcial acetic acid    11.42 มิลลิลิตร 
0.5 M EDTA pH 8.0    20 มิลลิลิตร 

น าแตล่ะสว่นคอ่ยๆละลายในน า้ปลอดประจุ 800 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรให้ครบ 1000 
มิลลิลิตร ด้วยน า้ปลอดประจุ น าไปนึง่ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอ 15 ปอนด์
ตอ่ตารางนิว้ เป็นเวลา 15 นาที 
 
1% Agarose gel 

สารละลาย 1x TAE buffer   20 มิลลิลิตร 
Agarose gel     0.2 กรัม 

 
สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ในบัฟเฟอร์ TAE 

ละลายเอธิเดียมโบรไมด์ในบฟัเฟอร์ TAE ให้มีความเข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั 10 ไมโครกรัม 
ตอ่มิลลิลิตร เก็บในภาชนะท่ีปิดสนิทในท่ีมืด 
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ภาคผนวก ค 
การวิเคราะห์ผล 

 
Opt_pfCA1       ATGAAAGACTTGAAGGAAAGAGAATTGAAGAACATCAGTGACGTTTACTTGAACTTATTT 

Opt_pfCA2       ATGAAGGATTTGAAAGAAAGAGAATTGAAGAACATCTCCGACGTCTACTTGAACTTGTTC 

pfCA            ATGAAAGATTTAAAGGAGAGAGAATTAAAAAATATAAGTGATGTGTATTTAAATTTATTT 

                ***** ** ** ** ** ******** ** ** **    ** ** ** ** ** ** **  

 

Opt_pfCA1       GACGACGACAACTATGCTTGGAACAACTACAATAAGCCATGGATGAAGGGTGACTTTTTC 

Opt_pfCA2       GATGATGATAATTACGCCTGGAACAACTACAACAAACCATGGATGAAGGGTGATTTCTTC 

pfCA            GACGATGACAATTATGCATGGAACAATTATAACAAACCATGGATGAAAGGAGATTTTTTT 

                ** ** ** ** ** ** ******** ** ** ** *********** ** ** ** **  

 

Opt_pfCA1       TATTACTACGAATACTTCATTAAAAAGATCGTTATTAACAGACAAAATAACATTTTCCAA 

Opt_pfCA2       TACTACTACGAATACTTCATCAAGAAGATCGTCATCAACAGACAAAACAACATCTTCCAA 

pfCA            TATTATTATGAATATTTTATAAAAAAAATTGTTATTAATAGACAAAATAATATATTTCAA 

                ** ** ** ***** ** ** ** ** ** ** ** ** ******** ** ** ** *** 

 

Opt_pfCA1       ATTAAAGCTGCAAGAGATGGTATTATACCATTTGGTGTCTTATTCACTACAGAACAACCT 

Opt_pfCA2       ATCAAGGCTGCCAGAGATGGTATTATTCCATTTGGTGTTTTGTTCACCACTGAACAACCA 

pfCA            ATAAAAGCTGCAAGAGATGGAATAATACCATTTGGTGTGTTATTTACTACTGAACAACCT 

                ** ** ***** ******** ** ** *********** ** ** ** ** ********  

 

Opt_pfCA1       GCCATGTTTTACGCTGACCAAATTCATTTCCACGCTCCTTCCGAACATACATTTCAAGGT 

Opt_pfCA2       GCTATGTTTTACGCCGATCAAATTCATTTTCATGCCCCATCTGAACATACCTTTCAAGGT 

pfCA            GCTATGTTTTATGCAGATCAAATCCATTTTCATGCTCCTAGCGAACATACATTTCAAGGT 

                ** ******** ** ** ***** ***** ** ** **    ******** ********* 

 

Opt_pfCA1       AGTGGTAACAGAAGAGAAATCGAAATGCAAATATTTCACTCCACCAACTACTTCTACGAT 

Opt_pfCA2       TCTGGTAATAGAAGAGAAATCGAAATGCAAATCTTCCACTCCACCAACTACTTCTACGAT 

pfCA            TCAGGTAATAGAAGAGAAATTGAAATGCAAATATTTCATAGTACAAATTATTTTTATGAT 

                   ***** *********** *********** ** **    ** ** ** ** ** *** 

 

Opt_pfCA1       ATACAAGATGACAAGTCTAAGTACAAAAAGAAATACGGTTTGCATATCTATAACAACTTG 

Opt_pfCA2       ATCCAAGATGACAAGTCCAAGTACAAGAAGAAGTACGGTTTACACATCTACAACAACTTG 

pfCA            ATACAAGATGATAAATCCAAATATAAAAAAAAATACGGGTTACATATATATAATAATTTA 

                ** ******** ** ** ** ** ** ** ** ***** ** ** ** ** ** ** **  

 

Opt_pfCA1       AAGAAAAATTCTAAAGAAACTTCAAAGAAAGACTCTTCAAGATACCACTCCTATTTGATG 

Opt_pfCA2       AAGAAGAACTCCAAAGAAACCTCCAAGAAGGACTCTTCTAGATACCATTCTTACTTGATG 

pfCA            AAAAAAAATTCAAAAGAAACTTCAAAAAAAGATTCAAGTAGATATCATTCTTATCTTATG 

                ** ** ** ** ******** ** ** ** ** **    ***** ** ** **  * *** 

 

Opt_pfCA1       TCATTTTTGATGAACTCCTTGAGTAACGAACAATTGCAAAATAAGTACAACAAGAAAAAG 

Opt_pfCA2       TCTTTCTTGATGAACTCCTTGTCCAACGAACAATTGCAAAACAAGTACAACAAAAAGAAA 

pfCA            TCCTTTCTAATGAATAGCTTATCAAATGAACAATTACAAAACAAATATAATAAAAAAAAA 

                ** **  * *****   ***    ** ******** ***** ** ** ** ** ** **  

 

Opt_pfCA1       AGAATTAAAAAGATGAAGAATCAATATGAAGTTATATCTATCACCTTTACTTCAGCAGAA 

Opt_pfCA2       AGAATCAAAAAGATGAAGAATCAATACGAAGTCATCTCCATCACTTTCACCTCTGCTGAA 

pfCA            AGAATAAAAAAGATGAAAAACCAATATGAAGTAATATCTATTACATTTACTAGTGCAGAA 

                ***** *********** ** ***** ***** ** ** ** ** ** **    ** *** 

 

Opt_pfCA1       ATTAATGCCTCTACAATCAACGCATTCAAAAAGTTGCCATCAGAAAAGTTTTTAAGAACA 

Opt_pfCA2       ATCAATGCTTCTACCATTAACGCCTTTAAGAAGTTGCCATCCGAAAAGTTCTTGAGAACT 

pfCA            ATTAATGCTTCAACTATTAATGCTTTTAAGAAATTACCATCAGAAAAATTTCTAAGAACT 

                ** ***** ** ** ** ** ** ** ** ** ** ***** ***** **  * *****  

 

Opt_pfCA1       ATAATCAATGTCAGTAGTGCCGTACACGTAGGTAGTGGTAACAAGGATTACAAAGATGAT 

Opt_pfCA2       ATCATCAACGTTTCTTCCGCTGTTCATGTTGGTTCTGGTAACAAAGATTACAAAGATGAT 

pfCA            ATAATAAATGTATCAAGTGCAGTTCACGTCGGCTCAGGTAATAAAGATTACAAAGATGAT 

                ** ** ** **       ** ** ** ** **    ***** ** *************** 

 

Opt_pfCA1       GATGATAAATAA 

Opt_pfCA2       GATGATAAATAA 

pfCA            GATGATAAATAA 

                ************ 
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ภาพท่ี ค1 Codon adaptation index ของยีน Opt_pfCA1 
 

 
 
ภาพท่ี ค2 Frequency of optimal codons ของยีน Opt_pfCA1 
 

 
 
ภาพท่ี ค3 GC content adjustment ของยีน Opt_pfCA 
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ภาพท่ี ค4 Codon quality plot ของยีน Opt_pfCA2 
 

 
 
ภาพท่ี ค5 Codon quality distribution ของยีน Opt_pfCA2 
 

 
 
ภาพท่ี ค6 GC content ของยีน Opt_pfCA2 
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