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บทคัดยอ 

ไซยาโนแบคทีเรีย เปนแบคทีเรียท่ีสามารถสังเคราะหดวยแสงภายใตภาวะท่ีมีออกซิเจน จึง

จัดเปนผูผลิตท่ีสําคัญในระบบนิเวศ อีกท้ังสามารถพบไซยาโนแบคทีเรียไดเกือบทุกพ้ืนท่ีไมวาจะเปน บนบก น้ํา

ทะเล น้ําจืด ยิ่งไปกวานั้น ยังพบไดในภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิต เชน ภาวะท่ีความเขมขน

ของเกลือสูง จะทําใหเซลลของสิ่งมีชีวิตเกิดความเครียดจนสามารถตายได แตอยางไรก็ตามไซยาโนแบคทีเรียก็

สามารถอยูรอดไดดวยกลไกการตอบสนองตอความเครียดซ่ึงมีหลายชนิด ไมวาจะเปน เอนไซม สารเมแทบอ

ไลททุติยภูมิ โดยงานวิจัยนี้ศึกษาเอนไซม Glutathione S-transferase (GST) ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีมีบทบาทหลัก

ในการลดความเปนพิษภายในเซลล รวมไปถึงการตอบสนองตอภาวะความเครียด จากการสืบคนขอมูลทางชี

วสารสนเทศพบวา ภายในจีโนมของ Halothece sp. PCC7418 มียีนกําหนดรหัส GST ท้ังหมด 4 ยีน ไดแก 

PCC7418_1478, PCC7418_0729, PCC7418_3557 และ PCC7418_0647 โดยในการศึกษาครั้งนี้ไดเลือก

มาศึกษา 2 ยีน คือ PCC7418_1478 และ PCC7418_0729 ซ่ึงยีน PCC7418_1478 จะกําหนดรหัส GST ท่ีมี

ลําดับกรดอะมิโน 186 เรซิดิว มวลโมเลกุลทางทฤษฎีประมาณ 21 กิโลดาลตัน คา pI ทางทฤษฎ ี5.44 สวนยีน 

PCC7418_0729 กําหนดรหัส GST ท่ีมีลําดับกรดอะมิโน 399 เรซิดิว มวลโมเลกุลทางทฤษฎีประมาณ 46 กิโล

ดาลตัน คา pI ทางทฤษฎ ี5.48 ซ่ึงไดนํายีนกําหนดรหัส GST ท้ัง 2 ยีนโคลนเขาเวกเตอรแสดงออก pColdI ซ่ึง

ผลจากการสรางพลาสมิดลูกผสมของยีน PCC7418_1478  พบวามีทรานสฟอรแมนทท่ีสามารถรับพลาสมิ

ดลูกผสมท่ีมียีน PCC7418_1478 แทรกสอดได แลวนํามายืนยันดวยการนําพลาสมิดลูกผสมมาตัดดวยเอนไซม

ตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI ซ่ึงไดแถบดีเอ็นเอขนาดใกลเคียงกับ PCC7418_1478 และ pColdI จึงไดนําไป

วิเคราะหการแสดงออกของโปรตีนตอไป แตการสรางพลาสมิดลูกผสมของยีน PCC7418_0729 กลับไม

สามารถตรวจพบทรานสฟอรแมนทท่ีสามารถรับพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน PCC7418_0729 ได และจากการ

ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนจากยีน PCC7418_1478 ดวยวิธี SDS-PAGE ไมพบแถบของโปรตีนท่ีมี

ขนาดประมาณ 21 กิโลดาลตัน อีกท้ังจากการตรวจสอบดวยวิธี เวสเทิรน บลอททิง ก็ไมพบสัญญาณการ

แสดงออกของโปรตีนดวยเชนกัน ซ่ึงอาจเปนผลมาจากความเขมขนของสารเหนี่ยวนําไมเหมาะสม หรือ เวลาท่ี

ใชในการเหนี่ยวนําไมเหมาะสมท่ีจะทําใหเกิดการแสดงออกได ดังนั้นจึงควรหาภาวะท่ีเหมาะสมตอการ

แสดงออกของยีนเพ่ือใหยีนไดเกิดการแสดงออก ซ่ึงสามารถใชในการศึกษาตอไป 
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Abstract 

Cyanobacteria are oxygenic photosynthetic bacteria which are considered to be 

important producer in ecosystem.  Also, cyanobacteria can be found in a wide variety of 

habitats ranging from terrestrials to marine habitats.  Interestingly, cyanobacteria can also be 

found in extreme environments, such as hypersaline environments that stressed cell of living 

organisms until lethal. However, cyanobacteria can survive in extreme environments with 

stress response mechanisms including enzyme and secondary metabolite. This study aims to 

study Glutathione S-transferase. The enzyme has predominant role of cellular detoxification. 

Moreover, it also can play a role in stress response. From bioinformatics analysis revealed that 

the whole genome of Halothece sp. PCC7418 encodes four putative GST genes which are 

PCC7418_1478, PCC7418_0729, PCC7418_3557 and PCC7418_0647. In this study focused on 

two genes that are PCC7418_1478 and PCC7418_0729. PCC7418_1478 comprises of 186 amino 

acid residues, theoretical molecular weight is 21 kDa and theoretical pI is 5.44. For another, it 

comprises of 399 amino acid residues, theoretical molecular weight is 46 kDa and theoretical 

pI is 5.48. These two genes were cloned into expression vector, pColdI. Construction of 

PCC7418_1478 into pColdI was success in which was confirmed by colony PCR and restriction 

analysis, respectively. In case of PCC7418_0729, construction was not success. The following 

step was recombinant protein expression analysis of PCC7418_1478 using SDS-PAGE. The 

results revealed no target protein (corresponding to 21 kDa) was induced. Western blotting 

analysis was not obtained specific band. These negative results may cause by concentration 

of inducer or time of induction (not suitable for protein expression). So, the optimization of 

protein expression will be required for further study. 
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กอธีระกุล เพ่ือนรวมหองปฏิบัติการในระดับปริญญาศึกษา ท่ีคอยใหความชวยเหลือ ใหคําปรึกษา และ

คําแนะนําท่ีมีประโยชนตอการวิจัยและการเขียนโครงการเลมนี้ตลอดมา 
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ความชวยเหลือและใหคําปรึกษาไมวาจะเปนดานการศึกษา และการทําวิจัยครั้งนี้ 

สุดทายนี้ ขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา และสมาชิกในครอบครัวทุกคนท่ีคอยเปนกําลังใจ คอย

ใหกําลังใจ ตลอดการทําวิจัยครั้งนี้จนสามารถสําเร็จและผานไปไดดวยดี 
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บทท่ี1 

บทนํา 

  

 ไซยาโนแบคทีเรีย หรือ สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินเปนสิ่งมีชีวิตกลุมโพรคาริโอต (Prokaryote) (Saini 

และคณะ, 2018) ท่ีมีความหลากหลายทางชีวภาพอยางมาก โดยท่ีไซยาโนแบคทีเรีย ไมมีเยื่อหุมนิวเคลียส ไม

มีไมโทคอนเดรีย ไมมีคลอโรพลาสต มีสารพันธุกรรมท่ีมีลักษณะเปนวงแหวน (Circular DNA) มีผนังเซลลท่ี

เกิดจากสารประกอบเปปทิโดไกลแคน (Peptidoglycan) (Nguyen และ Hoang, 2016) สามารถสังเคราะห

ดวยแสงภายใตภาวะท่ีมีออกซิเจน ซ่ึงมีบางสกุลท่ีสามารถตรึงไนโตรเจนได (Zehr, 2011) ดังนั้นไซยาโน

แบคทีเรียจึงมีบทบาทท่ีสําคัญในวัฎจักรไนโตรเจน และวัฎจักรคารบอนบนโลก (Karl และคณะ, 2002) 

องคประกอบภายในเซลลของไซยาโนแบคทีเรียคลายแบคทีเรียทุกประการ แตแตกตางท่ีไซยาโนแบคทีเรียมี

รงควัตถุ (Pigment) หลายชนิด ไดแก คลอโรฟลล เอ, คลอโรฟลล บ,ี แคโรทีนอยด, ไฟโคไซยานิน, อัลโลไฟโค

ไซยานิน  และไฟโคอิริทริน  (Tomitani และคณะ , 1999; Tanaka และ Tanaka, 2011; Green และ 

Durnford, 1996)  ซ่ึงรงควัตถุท่ีสําคัญท่ีเก่ียวของกับการสังเคราะหดวยแสงคือ คลอโรฟลล เอ (Tanaka และ 

Tanaka, 2011) อีกท้ังรงควัตถุเหลานี้ก็ทําใหไซยาโนแบคทีเรียมีลักษณะท่ีแตกตางกันไป โดยเฉพาะการ

รวมกันของ ไฟโคบิลิน และคลอโรฟลล เอ ทําใหเกิดเปนสีเขียวแกมน้ําเงินจึงเปนลักษณะเฉพาะของไซยาโน

แบคทีเรีย (Vincent, 2009) แตอยางไรก็ตามไซยาโนแบคทีเรียหลายสกุลก็มีลักษณะเปนสีอ่ืนๆ เชน เหลือง 

น้ําตาล ดํา และแดง เปนตน ซ่ึงรงควัตถุท้ังหลายจะถูกสะสมอยูท่ีเยื่อหุมไทลาคอยด (Douglas, 1994) ทําให

ไซยาโนแบคทีเรียสังเคราะหดวยแสงได จึงเปนผูผลิตท่ีสําคัญในหวงโซอาหารในระบบนิเวศ (Bryant, 2003) 

 

ภาพท่ี 1.1 โครงสรางของไซยาโนแบคทีเรีย 

(ท่ีมา: https://en.wikipedia.org/wiki/Cyanobacteria เขาถึงขอมูลวันท่ี 15 มกราคม 2562) 
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 ไซยาโนแบคทีเรียเปนแบคทีเรียแกรมลบ เพราะมีไลโปโพลีแซคคาไรด (Lipopolysaccharide) เปน

สวนประกอบของเยื่อหุมชั้นนอก (Outer membrane) (Durai และคณะ, 2015; Hoiczyk และ Hansel, 

2000)  อีกท้ังไซยาโนแบคทีเรียมีลักษณะท่ีไมเปนเสนสาย (Non-filamentous form) และเปนเสนสาย 

(Filamentous form) ซ่ึงกลุมท่ีไมเปนเสนสาย สวนใหญมีรูปรางเปนทรงกลม (Coccoid form) พบท้ังท่ีเปน

เซลลเดี่ยว และอยูกันเปนกลุม สวนกลุมท่ีเปนเสนสาย โดยเซลลจะเรียงตอกันเปนเสนสาย (Chorus และ 

Bartram, 1999) สําหรับแหลงท่ีอยูของไซยาโนแบคทีเรีย ไซยาโนแบคทีเรียสามารถอยูไดเกือบทุกสภาวะบน

โลกท้ัง น้ําจืด น้ําทะเล บนบก รวมท้ังภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิต (Extreme environment) 

(Paerl และคณะ, 2000) เชน บริเวณท่ีมีความเขมขนของเกลือสูง จะพบกลุมไซยาโนแบคทีเรียท่ีชอบความ

เค็ม (Halophilic cyanobacteria) ซ่ึงชอบอาศัยในพ้ืนท่ีท่ีมีความเขมขนของเกลือสูง ตั้งแต 2.5-5.2 โมลาร 

NaCl (Ali และคณะ, 2016), บริเวณท่ีมีอุณหภูมิสูง ไซยาโนแบคทีเรียท่ีชอบความรอน (Thermophilic 

cyanobacteria) กลุมนี้จะเจริญเติบโตไดดีในชวงอุณหภูมิท่ีสูงกวา 45 องศาเซลเซียส (Castenholz, 1988) 

เปนตน ท่ีนาสนใจคือสามารถพบไซยาโนแบคทีเรียในสภาวะแวดลอมท่ีปนเปอนดวยมลพิษสูง ไมวาจะเปน 

โลหะหนัก, สารเคมีท่ีมีความเปนพิษสูง ซ่ึงมีโลหะทรานซิชัน (Transition metal) บางชนิดท่ีเปนท่ีตองการ

ของไซยาโนแบคทีเรียโดยมีสวนเก่ียวของกับการสังเคราะหดวยแสงภายใตภาวะท่ีมีออกซิเจน และการตรึง

ไนโตรเจน (Divya และคณะ, 2018) แตอยางไรก็ตามสารมลพิษเหลานี้จะทําใหเซลลเกิดความเปนพิษ อีกท้ัง

ยังทําใหเซลลเกิดความเครียดตามมา (Bapsita และ Vasconcelos, 2006) แตไมใชแคสารมลพิษท่ีทําใหเซลล

เกิดความเครียด ความเค็ม (Salinity) และภาวะถูกออกซิไดซเกินสมดุล (Oxidative) ก็สามารถทําใหเซลลเกิด

ความเครียดไดเชนกัน โดยถาความเค็มมีคาสูงเกินท่ีไซยาโนแบคทีเรียจะรับได จะเกิดภาวะเครียดเกลือ (Salt 

stress) (Hossain และ Dietz, 2016) อีกท้ังยังเกิดความเครียดท่ีเกิดจากภาวะไมสมดุลของอนุมูลอิสระและ

สารตานอนุมูลอิสระภายในเซลล (Oxidative stress) (Latifi และคณะ, 2009) ซ่ึงความเครียดเหลานี้จะสงผล

ใหเซลลเกิดอะพอพโทซิส (Apoptosis) ท่ีเปนรูปแบบหนึ่งของการตายของเซลลแบบท่ีมีการโปรแกรมไวแลว 

(Programmed cell death) (Rastogi และ  Madamwar, 2015) แต อย า ง ไ ร ก็ตามไซยา โนแบคที เ รี ย

หลากหลายชนิดก็สามารถอยูรอดภายใตภาวะเหลานี้ได โดยมีกลไกและกระบวนการท่ีทําใหไซยาโนแบคทีเรีย

เกิดการปรับตัวภายใตภาวะเหลานี้ได ซ่ึงกลไกและกระบวนการเหลานี้จะชวยกําจัดสารพิษภายในเซลล กําจัด

สิ่งแปลกปลอมออกจากเซลล หรือลดระดับความเปนพิษภายในเซลลใหอยูในระดับท่ียอมรับได โดยกลไกและ

กระบวนการเหลานี้อาจจะเปนการสรางโปรตีน เอนไซม หรือ การผลิตสารเมแทบอไลตทุติยภูมิ (Secondary 

metabolite) (Latifi และคณะ, 2009) 
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ภาพท่ี 1.2 แผนภาพโดยรวมของผลกระทบท่ีถูกชักนําจากภาวะเครียดเกลือ 

(Hossain และ Dietz, 2016) 

 สําหรับไซยาโนแบคทีเรีย ท่ีงานวิจัยชิ้นนี้ศึกษาคือ Halothece sp. PCC7418 เปนเอ็กซทรีโมไฟล ซ่ึง

เปนไซยาโนแบคทีเรียท่ีชอบความเค็ม เพราะคัดแยกไดจากทะเลเดดซี (Dead sea) ประเทศอิสราเอล 

(Waditee-sirisattha และคณะ, 2014) ซ่ึงเปนทะเลสาบน้ําเค็มท่ีอยูในพ้ืนท่ีต่ํามากท่ีสุดในโลก และเค็มท่ีสุด

ในโลก โดยต่ํากวาระดับน้ําทะเลมากกวา 420 เมตร และมีปริมาณเกลือในแหลงน้ําถึง 34% อีกท้ังยังมีคา pH 

เทากับ 5.9 ซ่ึงต่ํามาก จึงชี้ใหเห็นไดวา ทะเลเดดซีมีความเปนกรด ยิ่งไปกวานั้นในทะเลสาบเดดซียังพบไอออน

บวกหลายชนิดและมีปริมาณมาก ดังนั้นทะเลเดดซีจึงเปนภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิตของ

สิ่งมีชีวิตโดยท่ัวไป  (Jacob และคณะ, 2017) โดยภาวะดังกลาวจะทําใหเซลลเกิดความเครียดท้ังภาวะเครียด

เกลือ ภาวะเครียดจากอนุมูลอิสระ ดังนั้นจึงศึกษากลไกการปองกันความเครียดของ Halothece sp. 

PCC7418 

  และในงานวิจัยของ Tiwari และคณะ ในป 2019 ไดศึกษาการควบคุมในระดับสรีรวิทยา และ ระดับ

 โมเลกุลของโลหะในไซยาโนแบคทีเรีย ซ่ึงพบวาไซยาโนแบคทีเรียมีหลายกลไกกระบวนการในการปองกัน

 ความเครียดจากโลหะเพ่ือใหอยูรอดไดในภาวะแวดลอมท่ีปนเปอนดวยโลหะ ไมวาจะเปน การสราง 

 exopolysaccharides (EPS), methallothionenins, chaperone proteins ยิ่งไปกวานั้นยังมี enzymatic 

 antioxidants และ non-enzymatic antioxidants ดังแสดงในภาพท่ี 1.3 
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ภาพท่ี 1.3 แบบแผนการควบคุมโลหะหนักในระดับสรีรวิทยา, ระดับชีวเคมี และ 

ระดับโมเลกุลของไซยาโนแบคทีเรีย 

(Tiwari และคณะ, 2019) 

 และในงานวิจัยของ Divya และคณะ ในป 2018 ไดศึกษาโปรตีน metallothionenins (MTs) ชนิด

ใหมของสิ่งมีชีวิตกลุมโพรคาริโอต คือ NmtA คนพบจากไซยาโนแบคทีเรียเสนสาย Anabaena sp. PCC 

7120 ซ่ึงโปรตีน NmtA จะทําพันธะไดซัลไฟดกับโลหะสังกะสี และลดความเปนพิษของโลหะแคดเมียม ทําให 

Anabaena sp. PCC 7120 สามารถอยูรอดในสิ่งแวดลอมท่ีปนเปอนดวย Cd2+ ได 

 กลไกและกระบวนการท่ีทําใหไซยาโนแบคทีเรียสามารถอยูรอดภายใตภาวะเครียดตางๆนั้นจึงมี 

หลากหลายชนิด ในงานวิจัยชิ้นนี้จึงมีความสนใจศึกษาเอนไซมท่ีมีสวนชวยใหไซยาโนแบคทีเรียสามารถอยูรอด

ภายใตสภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิต และหนึ่งในเอนไซมเหลานั้นคือ Glutathione S-

transferase (GST; EC 2.5.1.18)  
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ภาพท่ี 1.4 โครงสรางทุติยภูมิของเอนไซมของ glutathione S-transferase ซ่ึงแสดงเกลียวแอลฟา แผน

พลีตบีตา และการมวนพับ 

(Perperopoulou และคณะ, 2017) 

 GST เปนเอนไซมทีสรางภายในเซลล (Intracellular enzyme) ซ่ึงมีสวนเก่ียวของในกระบวนการ

กําจัดสารพิษ และลดความเครียดภายในเซลล โดยมีบทบาทเปนตัวเรงปฏิกิริยาคอนจูเกชั่นระหวาง

สารประกอบอิเล็กโทรไฟล และ โปรตีนกลูตาไธโอน (GSH) ในรูปรูดิวซฟอรม โดยจะใหสารกลุมนิวคลิโอไฟล

ของโปรตีนกลูตาไธโอน (GSH) เขาทําปฏิกิริยากับสารกลุมอิเล็กโทรไฟลโดยสร้างพนัธะไดซลัไฟด์กบัโมเลกลุ

นัน้ แล้วเปล่ียนเป็นรูปออกซิไดส์ฟอร์ม (Zhang และคณะ, 2018) ซ่ึงสารประกอบอิเล็กโทรไฟลมีมากมาย

หลากหลายชนิด เชน กลุมสารแปลกปลอม (Xenobiotics) ไดแก ยาฆาแมลง, ยา, สารเคมีกําจัดศัตรูพืช, 

ผลิตภัณฑพลอยไดท่ีเปนของเสีย, โลหะหนัก ซ่ึงสารแปลกปลอมเหลานี้ก็ยังสามารถทําใหเกิดความเครียด

ตามมาในภายหลังได  ดังนั้นปฏิกิริยาคอนจูเกชั่นจึงมีสวนชวยในกระบวนการกําจัดสารพิษภายในเซลลของ

สิ่งมีชีวิต โดยมีหลายบทบาทไดแก 1.) กําจัดปฏิกิริยาและความเปนพิษของสารประกอบอิเล็กโทรไฟลท่ีเขามา

ในเซลล 2.) เพ่ิมคาการละลายใหสารประกอบอิเล็กโทรไฟลเพ่ือใหงายตอการกําจัดดวย ABC transporters 

(Perperopoulou และคณะ, 2017) สุดทายผลิตภัณฑท่ีไดจากกระบวนการคอนจูเกชั่นสามารถละลายน้ําได 

และอยูในสภาพท่ีไมสามารถทํางานไดจึงสามารถกําจัดออกนอกเซลลอยางรวดเร็วดวยกลไก efflux pump 

ยิ่งไปกวานั้น เอนไซม GST ยังสามารถกําจัดผลิตภัณฑท่ีเกิดจากความเครียดจากการสรางและสะสมสารอนุมูล
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อิสระ (oxidative stress)  เชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) (Pandey และคณะ, 2015a) (ดังแสดงใน

ภาพท่ี 1.5) 

 

ภาพท่ี 1.5 บทบาทของเอนไซม glutathione S-transferase ในกระบวนการกําจัดสารพิษภายในเซลล 

 GSTs สามารถพบไดท้ังในสิ่งมีชีวิตจําพวกโพรคาริโอต และยูคาริโอต ซ่ึง GST ไดถูกจัดแบงออกเปน

อยางนอย 4 ซูเปอรแฟมิลี ไดแก GST ท่ีอยูในไซโทพลาสซึม (cytosolic GSTs: cGSTs), GST ในไมโทคอนเด

รีย (mitochondrial GSTs) หรือ GST คลาส kappa (Morel และ Aninat, 2016), GST ท่ีเก่ียวของกับเมม

เ บ ร น  (microsomal GSTs ห รื อ  membrane-associate proteins involved in eicosanoid and 

glutathione metabolism: MAPEG)  และ  bacterial fosfomycin resistance proteins (FosA) ซ่ึ งพบ

เฉพาะในแบคทีเรีย (Allocati และคณะ, 2009; Ito และคณะ, 2017; Perperopoulou และคณะ, 2017; 

Shehu และคณะ, 2019) โดยในทุกสิ่งมีชีวิตพบวามี GSTs ในแฟมิลี cGSTs เปนสวนใหญเม่ือเทียบกับแฟมิลี

อ่ืน ซ่ึงใน cGSTs ไดมีการจัดแบงภายในออกเปนคลาส อยางนอย 17 คลาส โดยใชอักษรกรีกในการตั้งชื่อ 

ไดแก Pi, Omega, Theta, Zeta, Nu, Epsilon, Tau, Iota, Phi, Delta, Lambda, Sigma, Alpha, Mu, Chi 

และ Rho ซ่ึงคลาส Rho เปนคลาสท่ีคนพบใหมลาสุด (Pandey และคณะ, 2015b) ในการจัดแบงคลาสจะใช

เกณฑท่ีหลากหลายไดแก ความจําเพาะกับสารตั้งตน (Substrate specificity), ปฏิกิริยาขามของระบบ

ภูมิคุมกัน (Immunological cross-reactivity), ความไวของสารยับยั้ง (Inhibitor sensitivities) และ ความ

เหมือนของลําดับกรดอะมิโน (Amino acid sequence similarity) (Pandey และคณะ, 2015b) สําหรับ

ความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนของ GSTs ตองไดมากกวา 40 % จึงสามารถจัดใหอยูในคลาสเดียวกัน ถามี

ความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนนอยกวา 25 % จะถูกจัดใหอยูคลาสอ่ืน (Perperopoulou และคณะ, 

2017) ยิ่งไปกวานั้นก็ยังมีเกณฑท่ีชวยเสริมในการจัดคลาสอีก เชน มวลโมเลกุล , สมบัติทางโครงสรางตติยภูมิ 

หรือจตุ รภู มิ  (Tertiary/Quaternary structural properties), กิจกรรมทางด านชีว เคมี  (Biochemical 

activity), จลศาสตรของเอนไซม (Enzyme kinetics) (Pandey และคณะ, 2017) จากรายงานการศึกษา

พบวา GST บางคลาสจะมีลักษณะเชิงคุณสมบัติท่ีเฉพาะตัว เชน GST คลาส Chi จากไซยาโนแบคทีเรีย 

Synechocystis PCC6803 สามารถทนตอ pH ในชวง 2.0-11.0 ได (Pandey และคณะ, 2015a)  
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 cGSTs เปนแฟมิลีท่ีพบมากท่ีสุดในแบคทีเรีย จากการศึกษาทางชีวเคมีพบวา มีลักษณะเปน dimeric 

proteins ท่ีละลายน้ําได ประกอบดวย 2 หนวยยอยท่ีเหมือนกัน หรือตางกันก็ได แตละหนวยยอยเกิดจากการ

ฟอรมของกรดอะมิโน 200-250 ตัว ทําใหแตละหนวยยอยมีมวลโมเลกุลประมาณ 22-28 kDa อีกท้ังแตละ

หนวยยอยจะประกอบไปดวย 2 โดเมน ไดแก โดเมนดานปลาย N (N-terminal domain) และ โดเมนดาน

ปลาย C (C-terminal domain) อีกท้ังผลจากการศึกษาทางดานผลึกศาสตร และชีวกายภาพแสดงใหทราบวา 

แตละหนวยยอยของ GST ตองมีอยางนอย 2 ตําแหนงจับลิแกนด (ligand-binding sites) คือ G-site เปน

ตําแหนงท่ีทําพันธะกับ GSH และ H-site (ดังแสดงในภาพท่ี 1.6) เปนตําแหนงท่ีทําพันธะกับสารประกอบอิ

เล็กโทรไฟล ซ่ึง G-site จะอยูในสวนของโดเมนดานปลาย N และมีความจําเพาะอยางสูงกับ GSH แตใน

การศึกษาปจจุบันแสดงใหเห็นวา tri-peptide analogs สามารถทําพันธะกับ G-site ไดแตมีความสามารถใน

การจับ และประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาท่ีต่ํา สวน H-site จะอยูในสวนโดเมนดานปลาย C ซ่ึงมีโครงสราง

ท่ีหลากหลาย รวมถึงความออนตัว และสมบัติความยืดหยุนท่ีสูง ทําใหสามารถทําพันธะกับสารประกอบอิเล็ก

โทรไฟลไดหลากหลายชนิด ในการศึกษาปจจุบันพบวา ยังมีอีก 1 ligand-binding site คือ L-site ท่ีมีความ

แตกตางอยางชัดเจนจาก G-site และ H-site โดยท่ีจะไมมีการเรงปฏิกิริยา แตตําแหนงของ L-site ใน

การศึกษาปจจุบันยังไมชัดเจน (Perperopoulou และคณะ, 2017) (ดังแสดงในภาพท่ี 1.7) 

 

 

ภาพท่ี 1.6 โครงสรางหนวยยอยของ GST (human GSTA1-1) 

(Perperopoulou และคณะ, 2017) 
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ภาพท่ี 1.7 ตําแหนงของ L-site ท่ีไมชัดเจน 

(Perperopoulou และคณะ, 2017) 

 และในงานวิจัยของ Perperopoulou และคณะ ในป 2017 ไดพบวา GSTs เปนเอนไซมท่ีสามารถ

นําไปใชประโยชนไดหลากหลาย โดยสามารถนําไปพัฒนาแลวนําไปใชไดในหลายแงมุม ไดแก ทางการเกษตร, 

ทางการแพทย, ทางเคมีวิเคราะห, ทางสิ่งแวดลอม และ ทางนาโนไบโอเทคโนโลยี (ดังแสดงในภาพท่ี 1.8) อีก

ท้ังยังสามารถทําวิศวกรรมโปรตีน (Protein engineering) เพ่ือพัฒนาให GSTs มีคุณสมบัติตามท่ีตองการ 

 

 

ภาพท่ี 1.8 แผนภาพโดยรวมของการนํา GSTs ไปประยุกตใชในเทคโนโลยีทางชีวภาพ 

(Perperopoulou และคณะ, 2017) 
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 งานวิจัยของ Shehu และคณะ ในป 2019 ไดพบวา cGSTs ในแบคทีเรียสามารถกําจัดสารมลพิษท่ี

เปนสารอินทรียท่ีมีคลอรีนเปนองคประกอบ (Organochlorine pollutants) โดยวิธี Dehalogenation (ดัง

แสดงในภาพท่ี 1.9) 

 

 

 

ภาพท่ี 1.9 ปฏิกิริยา Reductive dehalogenation ของ 2,5-dichlorohydroquinone โดย Lin D 

(GST คลาส zeta จาก Sphigomonas paucimobilis UT26) 

จึงชวยสนับสนุนวา เอนไซม GST สามารถนํามาประยุกตใชไดในเทคโนโลยีชีวภาพในแงทางสิ่งแวดลอมได  

 แตในทางกลับกัน เอนไซม GST ก็สามารถเปนตัวปญหาไดเชนกัน จากงานวิจัยของ Kalita และคณะ 

ในป 2017 ไดพบวา การรักษาโรคพยาธิใบไมตับ (Fascioliasis) ท่ีเกิดจาก Fasciola gigantica ดวยยา 

Triclabendazole ซ่ึงเปนยาท่ีไดรับการแนะนํามาจากองคกรอนามัยโลกในการรักษาโรค Fascioliasis เกิด

ปญหาข้ึน เนื่องจาก เอนไซม  GST คลาส mu ภายในพยาธิ  F.gigantica ตอบสนองตอตานตอยา 

Triclabendazole ทําใหไมสามารถรักษาได ดังนั้น เอนไซม GST เปนเปาหมายในการพัฒนาวัคซีน และ เคมี

บําบัด เพ่ือการรักษาในอนาคต 
 จากท่ีกลาวมาขางตนจะเห็นวา GSTs มีความสําคัญตอกระบวนการกําจัดสารพิษภายในเซลล และ

กระบวนการตอบสนองตอความเครียด ท้ังภาวะเครียดเกลือ (salt stress) และความเครียดท่ีเกิดจากการสราง

และสะสมสารอนุมูลอิสระ (oxidative stress) แต GST ยังมีการศึกษาวิจัยนอยในไซยาโนแบคทีเรีย งานวิจัย

นี้จึงมีความสนใจศึกษาการโคลนและการแสดงออกของยีนกําหนดรหัส GST (PCC7418_1478 และ 

PCC7418_0729) จาก Halothece sp. PCC7418 ท่ีคัดแยกมาจากทะเลเดดซี ซ่ึงทําการโคลนท้ังสองยีน เขา

สูเวกเตอรแสดงออก (pColdI) แลวนําเขาสู Escherichia coli เพ่ือเตรียมรีคอมบิแนนทโปรตีนเพ่ือใชศึกษา

ลักษณะเชิงสมบัติตอไป 
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บทท่ี 2 

อุปกรณและเคมีภัณฑ 

 

2.1 อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

1. เครื่องแกว บริษัท Pyrex (USA) 

2. จานเพาะเชื้อ (Petri dish) บริษัท Greiner bio-one (Thailand) 

 3. เครื่องชั่ง (Balance) รุน PG2002-S บริษัท Metler Toledo (Thailand) 

4. เครื่องอบฆาเชื้อไอน้ํา (Autoclave) รุน ES-215 บริษัท Meditop (Thailand) 

5. ตูอบฆาเชื้อ (Hot air oven) บริษัท Contherm Scientific Limited (New Zealand) 

6. หลอดไฟฟลูออเรสเซนต (Fluorescent lamp) บริษัท Lamton (Thailand) 

7. เครื่องบมเชื้อแบบเขยา (Rotary shaker) บริษัท Hercuvan Lab-system (USA) 

8. เครื่องบมเชื้อแบบเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Excella E24 incubator shaker series)  

  บริษัท New Brunswick Scientific (USA) 

9. เครื่องปนแยกสารชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุน KUBOTA 6500 บริษัท     

KUBOTA (Japan) 

10. เครื่องปนเหวี่ยงใหตกตะกอนแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated microcentrifuge) รุน 

Centrifuge 5418R บริษัท Eppendorf (Germany) 

11. เครื่องปนผสม (Vortex mixer) รุน Vortex-Genie 2 บริษัท Scientific industries (USA) 

12. เครื่องเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรม (Thermal cycler) รุน T100 บริษัท BIO-RAD Laboratories 

(USA) 

13. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงของสาร (Spectrophotometer) รุน genesis 20 และ Biomate 35 

     บริษัท Thermo scientific (Thailand) 

14. ชุดอุปกรณทํา Electrophoresis รุน MJ-105 บริษัท Major Science (USA) และ 

     เครื่องจายไฟ (Power supply) รุน PowerPacTM HC บริษัท BIO-RAD Laboratories (USA) 



11 
 

15. เครื่องอานเจล (Gel DocTM EZ Gel Documentation System) บริษัท BIO-RAD Laboratories 

(USA) 

16. เครื่องนาโนดรอป (Nano-drop) รุน Nanodrop 2000 บริษัท Thermo Scientific (USA) 

17. ตูปลอดเชื้อ (Lamina flow) รุน Microtech บริษัท Labmicro (Thailand) 

18. ตูแชเย็น 4 องศาเซลเซียส (Refrigerator) บริษัท MITSUBISHI (Japan) 

19. ตูแชแข็ง -80 องศาเซลเซียส (Deep freezer) บริษัท Thermoelectron Corparation (USA) 

20. ตูแชแข็ง -40 องศาเซลเซียส (Deep freezer) บริษัท Haier (China) 

21. ตูแชแข็ง -20 องศาเซลเซียส (Deep freezer) บริษัท SANYO (Japan) 

22. เครื่องกําเนิดคลื่นความถ่ีสูง (Sonicator) รุน Sonics Vibra cellTM  

     บริษัท Sonics & Materials (USA) 

23. ปเปตอัตโนมัติ (Autonomic pipette) รุน Proline Plus บริษัท Sarorious BioHit (Germany) 

24. หลอดเซนติฟวจขนาดเล็ก (Microcentrifuge tube) 

25. หลอดเซนติฟวจขนาดใหญ (Centrifuge tube) 

26. เครื่องกวนสารละลาย (Magnetic stirrer) รุน MMS-3000 บริษัท Biosan (Latvia) 

27. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (Heating block) รุน ThermoE  

     บริษัท Bioer Technology (China) 

28. เครื่องบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) บริษัท Memmert (Germany) 

29. เครื่องบมเชื้อแบบเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน INNOVA 4330 บริษัท New Brunswick Scientific 

(USA) 

30. เตาอบไมโครเวฟ รุน R-250 บริษัท SHARP (Japan) 

31. ใบมีดสําหรับตัดเจล 

32. ชุดอุปกรณทํา SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis) รุน Mini-PROTEIN II® Tetra Cell และเครื่องจายไฟ รุน PowerPacTM HC 

บริษัท BIO-RAD Laboratories (USA) 

33. กลองจุลทรรศน (Microscope) บริษัท Olympus (Japan) 
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34. คิวเวทท (Cuvette) รุน Spectronic 401 บริษัท Milton Roy (USA) 

35. ตูอบลมรอน (Hot air oven) รุน Model UE600 บริษัท Memmert (Germany) 

36. เครื่องเขยาสารแนวราบ (Orbital shaker) รุน Model ME3002 บริษัท Mettler Toledo 

(Japan) 

37. เครื่องเขยาแบบเอียงซายสลับขวา (Rocking platform) รุน Mini Rocker บริษัท Bio-Rad                           

Laboratories (USA) 

38. เครื่องเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรม (Thermal cycler) รุน C1000 TouchTM บริษัท Bio-Rad 

Laboratories (USA) 

39. เครื่องตรวจวัดสารดวยการดูดกลืนแสง (UV-Vis Spectrophotometer) รุน UV-240 บริษัท 

Shimadzu (Japan)           

2.2 เคมีภัณฑ 

1. โซเดียมคลอไรด (NaCl) บริษัท Ajax Finechem (Australia) 

2. แบคโตทริปโทน (Bacto tryptone) บริษัท HiMedia (India) 

3. ผงสกัดจากยีสต (Yeast extract) บริษัท HiMedia (India) 

4. ผงวุน (Agar) บริษัท HiMedia (India)  

5. ยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลิน บริษัท AMRESCO (USA) 

6. สียอมเจล (SYBR® Safe DNA Gel Stain) บริษัท Invitrogen (USA) 

7. สียอมผลิตภัณฑดีเอ็นเอ (DNA loading dye) บริษัท TOYOBO (Japan) 

8. เอนไซม T4 DNA ligase บริษัท TAKARA bio (Japan) 

9. ดีเอ็นเอ ไพรเมอร (DNA primer) บริษัท Macrogen (Korea) 

10. เอนไซม Taq DNA polymerase บริษัท Vivantis 9 (Malaysia) 

11. เอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI บริษัท New England Biolabs (UK) 

12. ดีเอ็นเอ มารกเกอร (DNA marker) บริษัท Vivantis 9 (Malaysia) 

13. ผงอะกาโรส (Agarose 36GU) บริษัท FUNAKOSHI (Japan) 



13 
 

14. โปรตีนมารกเกอร Precision Plus ProteinTM Dual Color Standards บริษัท BIO-RAD 

Laboratories (USA) 

15. IPTG (Isopropyl ß-D-1-thiogalactopyranoside) บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

16. 10X PCR buffer บริษัท Applied Biosystems (USA) 

17. ผงอะกาโรส บริษัท QP Products (USA) 

18. 2-Mercaptoethanol บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

19. 30% Acrylamide/Bis solution บริษัท Bio-Rad Laboratories (USA) 

20. Bacto® tryptone บริษัท Merck (Germany) 

21. โปรตีน BSA (Bovine Serum Albumin) บริษัท New England Biolabs (USA) 

22. แคลเซียมคลอไรด บริษัท Merck (Germany) 

23. สียอมโปรตีน Coomassie brilliant blue G-250 บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

24. TEMED (Tetramethylethylenediamine) บริษัท Bio-Rad Laboratories (USA) 

25. Bio-Rad protein assay (dye reagent concentrate) บริษัท Bio-Rad Laboratories (USA) 

26. โซเดียมไนเตรท (NaNO3) บริษัท Emsure (Germany) 

27. ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Emsure (Germany) 

28. แมกนีเซียมซัลเฟต เฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) บริษัท Emsure (Germany) 

29. แคลเซียมคลอไรด ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) บริษัท Emsure (Germany) 

30. โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) บริษัท Emsure (Germany) 

31. ไดโซเดียม เอทิลีนไดอามีนเตตราอาเซติก ไดไฮเดรต (Na2EDTA.2H2O) บริษัท Amresco (USA) 

32. กรดซิตริก (Citric acid) บริษัท Emsure (Germany) 

33. แอมโมเนียม ไอรอน (III) ซิเทรต (Ammonium iron (III) citrate) บริษัท Ajax Finechem (New 

Zealand) 

34. กรดบอริก (H3BO3) บริษัท Emsure (Germany) 

35. แมงกานีส (II) คลอไรด เตตระไฮเดรต (MnCl2.4H2O) บริษัท Univar (New Zealand) 
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36. ซิงคซัลเฟต เฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) บริษัท Univar (New Zealand) 

37. แอมโมเนียมโมลิบเดต เตตระไฮเดรต ((Na4)6Mo7O24.4H2O) บริษัท Emsure (Germany) 

38.คอปเปอร (II) ซัลเฟต เพตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) บริษัท Emsure (Germany) 

39. Antibody raised against 6-histidine บริษัท R&D system (USA) 

40. Antibody raised against mouse-IgG HRP conjugated บริษัท New Englands Biolabs 

(USA)  

41. สคิมมิลค บริษัท Himedia (India) 

3. ชุดทดสอบสําเร็จ 

1. ชุดสกัดจีโนมิกส ดีเอ็นเอ DNeasy Plant Mini Kit บริษัท QIAGEN (Germany) 

2. ชุดทําบริสุทธิ์ผลิตภัณฑ PCR GenepHlowTM Gel/PCR Kit Quick Protocol บริษัท Geneaid 

(Taiwan) 

3. ชุดสกัดพลาสมิด HiYieldTM Plasmid Mini Kit บริษัท Life biomedical (UK) 

4. ชุดคอนจูเกตโปรตีน Horseradish Peroxidase Conjugate Substrate kit บริษัท Bio-Rad    

Laboratories (USA) 

4. เมมเบรน 

 1. PVDF (Polyvinylidene difluoride) บริษัท Millipore Cooperation (USA) 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 
 

บทท่ี 3 

วิธีการดําเนินการทดลอง 

 

3.1 ชีวสารสนเทศของยีนกําหนดรหัส Glutathione S-transferase (GST) จาก เอ็กซทรีโมไฟล 

     Halothece sp. PCC7418 

  ฮาโลฟลิกไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 ท่ีใชในการศึกษามีขอมูลจีโนมิกสดีเอ็นเอท่ี

สมบูรณในฐานขอมูล โดยเลือกใชฐานขอมูล Kyoto Encyclopedia of Genes and genomes: KEGG 

(https://www.kegg.jp), UniProt (The Universal Protein Knowledge) (https://www.uniprot.org), 

ExPaSy (https://www.expasy.org) แ ล ะ  NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) เปนฐานขอมูลหลักในการศึกษา  

 3.1.1 สืบคนขอมูลของยีนกําหนดรหัส GST ใน Halothece sp. PCC7418 

  สืบคนและเลือกยีนกําหนดรหัส GST จากฐานขอมูล KEGG (https://www.kegg.jp) ,  NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),  แ ล ะ  Uniprot (http://www.uniprot.org/) ซ่ึ ง พ บ ว า มี

ท้ังหมด 4 ยีน ไดแก PCC7418_0647, PCC7418_0729, PCC7418_1478 และ PCC7418_3557 

แลวคนหาลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโน จากฐานขอมูล KEGG และ Uniprot แลว

วิเคราะหคา Isoelectric point (pI) และ มวลโมเลกุล จากฐานขอมูล ExPASy ศึกษาโดเมนโปรตีน

ข อ ง  GST จ า ก ซ อ ฟ ต แ ว ร  SMART (Simple Modular Architechture Research Tool) 

(http://smart.embl-heidelberg.de/)  

  

 3.1.2 การจัดเรียงเทียบ (Multiple amino acid sequence alignment) และตรวจสอบความ

เหมือนของลําดับกรดอะมิโนของ GST 

  จัดเรียงเทียบและตรวจสอบความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนของ  GST จากยีน 

PCC7418_1478 และ PCC7418_0729 ของไซยาโนแบคทีเรีย  Halothece sp. PCC7418 กับ 

Ortholog โดยการใช โปรแกรม  Protein blast เลื อกชุด คําสั่ ง  BLASTp ในฐานขอมูล  NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) จากนั้นเลือกลําดับกรดอะมิโนในสิ่งมีชีวิตท่ีมีความ

ใกลชิดกับ GST ในไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 มากท่ีสุด 15 ลําดับแรก และ GST 

จากสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนท่ีเลือกใหเปน outgroup ไปจัดเรียงเทียบและตรวจสอบความเหมือนของลําดับ

กรดอะมิโนโดยใชโปรแกรม Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) 

 3.1.3 ตรวจสอบวิเคราะหความสัมพันธและความหลากหลายของ GST 

  นําผลขอมูลท่ีไดจากการทํา Multiple amino acid sequence alignment ท่ีไดจากขอ 

3.1.2 มาตรวจสอบวิเคราะหความสัมพันธและความหลากหลายของ GST ใน Halothece sp. 

http://www.uniprot.org/)%20%E0%B8%8B%E0%B8%B6%E0%B9%88%E0%B8%87
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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PCC7418 โดยใชซอฟแวร Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 7.0 (MEGA 7.0) 

(https://www.megasoftware.net) ดวยวิธี  Neighbor-Joining (NJ-method) และ กําหนดคา 

bootstrap เทากับ 1000 

 3.1.4 ออกแบบไพรเมอร 

  นําขอมูลลําดับเบสของยีน PCC7418_1478 และ PCC7418_0729 มาออกแบบไพรเมอร

เ พ่ื อ ใ ช ในปฏิ กิ ริ ย าลู ก โ ซพอลิ เ มอ เ รส  (PCR) โ ดย ใช โป รแกรม  IDT OligoAnalyzer Tool 

(https://sg.idtdna.com) โดยมีการออกแบบโดยใสนิวคลีโอไทดสําหรับเอนไซมตัดจําเพาะ ไดแก 

NdeI และ BamHI โดยตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI จะถูกออกแบบในไพรเมอร

ฟอรเวิรด (Forward primer) สวนตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI จะถูก

ออกแบบในไพรเมอรรีเวิรส (Reverse primer) ของท้ัง 2 ยีนเปาหมาย 

3.2 การเล้ียงเอ็กซทรีโมไฟล Halothece sp. PCC7418 

 ในการเลี้ยง Halothece sp. PCC7418 เลี้ยงในอาหาร Blue Green medium (BG11) ท่ีมีการเติม 

Turk solution เกลือโซเดียมคลอไรด 0.5 โมลาร (ภาคผนวก ก.) (Waditee-Sirisattha และคณะ, 2014) บม

ท่ีอุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ภายใตภาวะแสงฟลูออเรสเซ็นตแสงขาวท่ีความเขมแสง 950 lux 

ตลอดเวลา บนเครื่องบมเชื้อแบบเขยา (Hercuvan Lab-system, USA) ความเร็ว 110 รอบตอนาที 

3.3 การสกัดจีโนมิกสดีเอ็นเอของ Halothece sp. PCC7418 

 เก็บตัวอยางเซลลโดยนําเซลลแบงใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1500 µL แลวปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จากนั้นแยกอาหารเลี้ยงเซลลออกจาก

ตะกอนเซลลใหหมด แลวนําเซลล Halothece sp. PCC7418 ท่ีแยกออกจากอาหารเลี้ยงเซลลมาสกัดดีเอ็นเอ

โดยโดยใช DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Germany) ตามคําแนะนําของผูผลิตโดยข้ันแรก เติมบัฟเฟอร 

AP1 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากันโดยใชเครื่องปนผสม (Vortex) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 65 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเติมบัฟเฟอร AP2 ปริมาตร 130 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวนําไปบม

ในน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที ปนเหวี่ยงโดยใชเครื่องปนเหวี่ยงใหตกตะกอนแบบควบคุมอุณหภูมิ (Eppendorf, 

Germany) ท่ีความเร็ว 12000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จากนั้นปเปตตสวนใส

ไปยัง QIAshredder spin column แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 2 นาที ปเปตตสวนใสท่ีผานการกรองไปยังหลอดไมโครเซนตริฟวจหลอดใหม แลวเติม

บัฟเฟอร AP3/E ปริมาตร 1.5 เทาของสวนใส ผสมใหเขากันดวยปเปตต จากนั้นปเปตตสวนผสมมา 650 

ไมโครลิตร ใสใน DNeasy Mini spin column ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ท้ิงสวนสารละลาย ถายังมีสารตัวอยางเหลือก็ใหทําซํ้า จากนั้นนํา DNeasy Mini 

spin column ไปใสในหลอด 2 มิลลิลิตร แลวเติมบัฟเฟอร Aw ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

8000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ท้ิงสวนสารละลาย แลวเติมบัฟเฟอร Aw 
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ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

2 นาที ท้ิงสวนสารละลาย แลวยายสวนของ DNeasy Mini spin column ไปยังหลอดไมโครเซนตริฟวจหลอด

ใหม เติมบัฟเฟอร AE ปริมาตร 30 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ี

ความเร็ว 12000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที เก็บสวนใส (จีโนมิกสดีเอ็นเอ) 

จากนั้นนําไปวัดความเขมขนของจิโนมิกสดีเอ็นเอโดย เครื่องนาโนดรอป 2000 (Thermo Scientific, USA) 

และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอโดยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส และเก็บดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส 

 3.3.1 การตรวจสอบคุณภาพของจีโนมิกสดีเอ็นเอดวย เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส 

  ใชอะกาโรสเจล 1% (w/v) ผสมกับบัฟเฟอร TAE  ความเขมขน 1x (ภาคผนวก ง.) และมี

การ precast ดวยสี SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA) และใชดีเอ็นเอมารกเกอร 

(Vivantis, Malaysia) เพ่ือเทียบขนาดของดีเอ็นเอ โดยใชบัฟเฟอร TAE ท่ีความเขมขน 1x เปน

ตัวกลางในการนํากระแสไฟฟา กําหนดใหกระแสไฟฟามี คาคงท่ีเทากับ 100 โวลต เปนเวลา 20 

นาที จากนั้นนําเจลไปวิเคราะหดวยเครื่องอานเจล Model Gel Doc EZTM (Bio-Rad Laboratories, 

USA) 

3.4 การเพ่ิมจํานวนยีนท่ีกําหนดรหัส GST ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) 

 เพ่ิมจํานวนยีนท่ีกําหนดรหัส GST (PCC7418_1478 และ PCC7418_0729) ดวยเทคนิค PCR โดย

ใชไพรเมอรท่ีออกแบบไวขางตน โดยกําหนดภาวะของแตละยีนไวดังนี้  

ยีน PCC7418_1478   

 Pre-denaturation  95 องศาเซลเซียส  5  นาที  

 Denaturation   95 องศาเซลเซียส  30  วินาที  

 Annealing   55 องศาเซลเซียส  1  นาที  

 Extension   72 องศาเซลเซียส  30  วินาที   

 Final extension  72 องศาเซลเซียส  5  นาที  

 Holding   15 องศาเซลเซียส ∞ 

ยีน PCC7418_0729 

 Pre-denaturation  95 องศาเซลเซียส  5  นาที  

 Denaturation   95 องศาเซลเซียส  30  วินาที  
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 Annealing   60 องศาเซลเซียส  1  นาที  

 Extension   72 องศาเซลเซียส  1  นาที   

 Final extension  72 องศาเซลเซียส  5  นาที  

 Holding   15 องศาเซลเซียส ∞ 

จํานวน 50 รอบท้ัง 2 ยีน แลวตรวจสอบผลิตภัณฑท่ีไดจากการทํา PCR โดยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส และทํา

ใหผลิตภัณฑมีความบริสุทธิ์ดวย PCR Cleanup Protocol ของ GenepHlowTM Gel/PCR Kit (Geneaid, 

Taiwan) 

 3.4.1 การทําใหผลิตภัณฑท่ีไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) บริสุทธิ์ 

  ใช GenepHlowTM Gel/PCR Kit (Geneaid, Taiwan) โดยนําผลิตภัณฑท่ีไดจากเทคนิคPCR 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมบัฟเฟอร Gel/PCR 

ปริมาตร 5 เทาของผลิตภัณฑ PCR ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex) จากนั้นปเปตต

สารละลายท้ังหมดใส DFH column ท่ีอยูในหลอด 2 มิลลิลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14000 

รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที ท้ิงสวนของเหลว แลวเติม Wash buffer (ท่ีมีการเติมเอทานอล 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตรแลว) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ลงใน DFH column ตั้งท้ิงไวเปนเวลา 1 นาที 

ในอุณหภูมิหอง ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที ท้ิงสวนของเหลว แลว

ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นยาย DFH column ไปยังหลอดไม

โครเซนตริฟวจ เติม Elution buffer (อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ลง DFH 

column ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 นาที จากนั้นปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 2 นาที นําไปวัดความเขมขนของผลิตภัณฑ PCR โดย เครื่องนาโนดรอป 2000 (Thermo 

Scientific, USA) 

 3.4.2 การตรวจสอบคุณภาพของผลิตภัณฑท่ีไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) ดวย เจล 

อิเล็กโทรโฟรีซิส 

  ใชอะกาโรสเจล 1% (w/v) ผสมกับบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1x และมีการ precast ดวย

สี SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA) และใชดีเอ็นเอมารกเกอร (Vivantis, Malaysia) 

เพ่ือเทียบขนาดของดีเอ็นเอ โดยใชบัฟเฟอร TAE ท่ีความเขมขน 1x เปนตัวกลางในการนํากระแส

ไฟฟา กําหนดใหกระแสไฟฟามี คาคงท่ีเทากับ 100 โวลต เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําเจลไป

วิเคราะหดวยเครื่องอานเจล Model Gel Doc EZTM (Bio-Rad Laboratories, USA) 

3.5 การเตรียมเวกเตอรแสดงออก pCold I 

 3.5.1 สกัดพลาสมิด pCold I จาก Escherichia coli DH5α 
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  นํา E.coli DH5α ท่ีมีพลาสมิด pCold I มาเลี้ยงในอาหารเหลว LB (low salt) 3 มิลลิลิตร 

ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียสขามคืน แลวสกัดพลาสมิดโดยใช RBC Real Genomics HIYieldTM Plasmid Mini Kit (Life 

biomedical, UK) ปเปตตตัวอยาง 1.5 มิลลิลตร ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ท้ิงสวนใส ทําซํ้าจนตัวอยางหมด แลวเติม

บัฟเฟอร PD1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ปนผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex) เปนเวลา 1 

นาที ทําใหเซลลแตกโดยเติมบัฟเฟอร PD2 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลวผสมทันทีโดยการคว่ําหงาย

หลอด 10 ครั้ง ทําใหเปนกลางโดยเติมบัฟเฟอร PD3 ปริมาตร 150 ไมโครลิตร แลวผสมทันทีโดยการ

คว่ําหงายหลอด 10 ครั้ง ตะกอนดีเอ็นเอจะปรากฏออกมา จากนั้นปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12000 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 10 นาที ปเปตตสวนใสไปยังหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 

Absolute ethanol ท่ีเย็นจัด (-20 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 3 เทาของสวนใส ผสมโดยการคว่ําหงาย

หลอด 10 ครั้ง ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ท้ิงสวนใสท้ังหมด ลาง

ตะกอนดวย 70% เอทานอล ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยใชปเปตตดูดสารละลายข้ึน

ลง ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ท้ิงสวนใสท้ังหมด ทําใหตะกอนแหง

โดยการตากลมเปนเวลา 10 – 20 นาที เติม Elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร นําไปวัดความ

เขมขนของพลาสมิดโดย เครื่องนาโนดรอป 2000 (Thermo Scientific, USA) และตรวจสอบคุณภาพ

ของพลาสมิดท่ีสกัดดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส สุดทายเก็บพลาสมิดท่ีสกัดไดท่ีอุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส  

 3.5.2 การตัดเวกเตอรแสดงออก pCold I ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

   ตัดเวกเตอรแสดงออก pCold I ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI (New England Biolabs, 

UK) และ BamHI (New England Biolabs, UK) บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน แลวนํา

เวกเตอรท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะมาตรวจสอบขนาดดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส 

 3.5.3 การทําใหเวกเตอรแสดงออก pCold I ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะบริสุทธิ์ 

  นําเวกเตอรแสดงออก pCold I ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ มาตรวจสอบคุณภาพและ

ขนาดดวยวิธีเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส โดยเตรียมเจลจากผงอะกาโรส (Agarose 36GU) (FUNAKOSHI, 

Japan) แลวตัดเจลบริเวณท่ีมีชิ้นสวน pCold I ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI 

ดวยใบมีด นําไปใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมบัฟเฟอร Gel/PCR ปริมาตร 

500 ไมโครลิตร ปนผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex) แลวทําใหบริสุทธิ์โดยใชชุดคิท 

GenepHlowTM Gel/PCR Kit (Geneaid, Taiwan) เชนเดียวกับขอ 3.4.1 นําไปวัดความเขมขนดวย

เครื่องนาโนดรอป 2000 (Thermo Scientific, USA) และตรวจสอบคุณภาพดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟ

รีซิส 
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3.6 การตัดยีนกําหนดรหัส GST (PCC7418_1478 และ PCC7418_0729) ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

 ตัดยีนกําหนดรหัส GST (PCC7418_1478 และ PCC7418_0729) ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI 

(New England Biolabs, UK) และ BamHI (New England Biolabs, UK) บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ขามคืน แลวนําชิ้นยีนท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะมาตรวจสอบขนาดดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส 

และวัดความเขมขนดวยเครื่องนาโนดรอป 2000 (Thermo Scientific, USA) 

3.7 การเตรียมคอมพีเทนตเซลล  

 เตรียมคอมพีเทนตเซลล โดยใช Escherichia coli BL21 และ Escherichia coli DH5α โดยใชวิธี 

CaCl2 โดยมีวิธีการคือ นําโคโลนีเดี่ยวของ E.coli BL21 หรือ E.coli DH5α ถายโอนลงอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

LB (low salt) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยใชเครื่องบมเชื้อแบบเขยาควบคุม

อุณหภูมิ (New Brunswick Scientific, USA) ขามคืน  จากนั้นถายโอนเชื้อปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสใน

อาหารเหลว LB (low salt) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยใชเครื่องบมเชื้อแบบ

เขยาควบคุมอุณหภูมิ (New Brunswick Scientific, USA) เ พ่ือกระตุนการเจริญเติบโตจนมีคา OD600 

ประมาณ 0.3-0.4 ปเปตตใสหลอดเซนตริฟวจ ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 2 หลอด แชน้ําแข็ง 20 นาที จากนั้นปน

เหวี่ยงท่ีความเร็ว 4000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แยกอาหารเหลวออกจาก

ตะกอนเซลลใหหมด แลวนําตะกอนเซลลมาทําใหเปนสารแขวนลอยดวย 0.1 โมลาร CaCl2 ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร (ในภาวะเย็นจัด) จากนั้นตกตะกอนเซลลดวยการปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวแยกสวนสารละลาย CaCl2 ออกใหหมด แลวนําตะกอนเซลลมาทําใหเปน

สารแขวนลอยอีกครั้งดวยสารละลาย 0.1 โมลาร CaCl2 + 15% กลีเซอรอล ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แบงใส

หลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส เพ่ือใชในการทรานฟอรเมชั่นรีคอม

บิแนนทพลาสมิดตอไป 

3.8 การทําปฏิกิริยาไลเกท 

 แทรกผลิตภัณฑ PCR ท่ีมีชิ้นสวนยีน PCC7418_1478 หรือ PCC7418_0729 ท่ีผานการตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI เขาสูเวกเตอรแสดงออก (pCold I) ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

BamHI และ NdeI โดยใชเอนไซมT4 DNA ligase (TAKARA, Japan) ซ่ึงในปฏิกิริยาประกอบดวย 10X T4 

DNA ligase buffer, pCold I ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI, ยีนกําหนดรหัส GST 

(PCC7418_1478 และ PCC7418_0729) ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamI โดยอัตราสวน

ความเขมขนระหวางเวกเตอรและชิ้นยีน คือ                    1 (40 ng) : 3 (120 ng) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 65 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที แชในน้ําแข็ง จากนั้นเติมเอนไซม T4 DNA ligase ปริมาตร 4.5 ไมโครลิตร 

แลวบมท่ีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส ขามคืน  
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3.9 การทรานสฟอรมพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลเจาบาน 

 3.9.1 ทรานสฟอรมพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลเจาบาน 

 ป เปตตผลิตภัณฑจากปฏิ กิริยาไลเกท จากขอ 3 .8  (PCC7418_1478/pCold I และ 

PCC7418_0729/pCold I) ผสมลงในคอมพีเทนตเซลล (E.coli DH5α) ซ่ึงเปนชุดทดลอง สวนชุด

ควบคุมไดแก 1.) ปเปตต pColdI ท่ีไมถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะผสมลงในคอมพีเทนตเซลล 

(E.coli DH5α) 2.) ปเปตต pColdI ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI (Empty 

vector) ผสมลงในคอมพีเทนตเซลล (E.coli DH5α) แชในน้ําแข็งเปนเวลา 20 – 30 นาที แลวทํา

ปฏิกิริยา heat shock ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 วินาที แลวนํามาแชแข็งทันทีเปน

เวลา 5 นาที จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB (low salt) ปริมาตร 900 ไมโครลิตร นําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีการเขยาตลอดเวลา เปนเวลา 1 ชั่วโมง ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 

12000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ท้ิงอาหารเหลว แลวเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB (low salt) 

ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร และเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร 

นําเซลล ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร มาเกลี่ยบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB (low salt) +  ยาปฏิชีวนะ

แอมพลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร เพ่ือคัดเลือกโคโลนีท่ีมีรีคอมบิแนนทพลาสมิด 

บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน(ไมควรเกิน 16 ชั่วโมง) แลวนํามาเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส 

 3.9.2 การตรวจสอบทรานสฟอรแมนท  

 สุมเลือกโคโลนีท่ีข้ึนบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งแข็ง LB (low salt) +  ยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลิ

นความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร จากขอ 3.9.1 แลวนํามาขีดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งแข็ง LB 

(low salt) +  ยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร เพ่ือเพ่ิมจํานวน บม

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน นํามาตรวจสอบการรับพลาสมิดลูกผสมโดยวิธี โคโลนี PCR 

โดยมีภาวะดังนี้ 

PCC7418_1478/pColdI   

  Pre-denaturation  95 องศาเซลเซียส  10  นาที  

  Denaturation   95 องศาเซลเซียส  30  วินาที  

  Annealing   55 องศาเซลเซียส  1  นาที  
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  Extension   72 องศาเซลเซียส  30  วินาที   

  Final extension  72 องศาเซลเซียส  5  นาที  

  Holding   15 องศาเซลเซียส ∞ 

 PCC7418_0729/pColdI 

  Pre-denaturation  95 องศาเซลเซียส  10  นาที  

  Denaturation   95 องศาเซลเซียส  30  วินาที  

  Annealing   60 องศาเซลเซียส  1  นาที  

  Extension   72 องศาเซลเซียส  1  นาที   

  Final extension  72 องศาเซลเซียส  5  นาที  

  Holding   15 องศาเซลเซียส ∞ 

 จํานวน 50 รอบ แลวตรวจสอบผลิตภัณฑโคโลนี PCR ดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส 

 3.9.3 การยืนยันพลาสมิดลูกผสมจาก E.coli DH5α โดยการตรวจสอบด้วยเอนไซม์ตัดจาํเพาะ 

  สกัดพลาสมิดลูกผสมจาก E.coli DH5α โดยนํามาเลี้ยงในอาหารเหลว LB (low salt) 3 

มิลลิลิตร ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เขยาตลอดเวลา ขามคืน แลวสกัดพลาสมิดโดยใช RBC Real Genomics HIYieldTM 

Plasmid Mini Kit (Life biomedical, UK) ปเปตตตัวอยาง 1.5 มิลลิลิตร ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ท้ิงสวนใส ทําซํ้าจน

ตัวอยางหมด แลวสกัดพลาสมิดเชนเดียวกับขอ 3.5.1 แลวตรวจสอบพลาสมิดลูกผสมดวยการตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ โดยนําพลาสมิดลูกผสมมาผสมกับเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI บมท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน แลวนําพลาสมิดลูกผสมท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ 

BamHI มาตรวจสอบขนาดดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส 

3.10 การทรานสฟอรมพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลแสดงออก E.coli BL21 

 นําพลาสมิดลูกผสมท่ีสกัดไดจากขอ 3.9.3 ทรานสฟอรมเขาสูเซลลแสดงออก E.coli BL21 โดยมี

ข้ันตอนเหมือนขอ 3.9.1 แลวเลือกโคโลนีท่ีข้ึนบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB (low salt) +  ยาปฏิชีวนะแอมพลิ

ซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร เพ่ือนํามาวิเคราะหการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีน 
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3.11 การแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีน 

 3.11.1 การเหนี่ยวนําใหมีการแสดงออกของยีนกําหนดรหัส GST (PCC7418_1478) 

  ถ่ าย โอนโคโล นีของ ทร านสฟอร แ มนท ท้ั ง  E.coli DH5α (pColdI), E.coli DH5α 

(PCC7418_1478), E.coli BL21 (pColdI) และ E.coli BL21 (PCC7418_1478/pColdI) ลงอาหาร

เลี้ยงเชื้อเหลว LB (low salt) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินความเขมขน  

50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาตลอดเวลา ขามคืน จากนั้นปเปตต

ตัวอยาง ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB (low salt) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ท่ี

มีการเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เขยาตลอดเวลา จนมีคา OD600 ประมาณ 0.5-0.6 แลนํามาบมท่ีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส 

30 นาที จากนั้นเติม IPTG ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1 มิลลิโมลาร แลวบมท่ีอุณหภูมิ 16 องศา

เซลเซียส ขามคืน โดยเขยาตลอดเวลา เพ่ือสกัดรีคอมบิแนนทรโปรตีนตอไป 

 3.11.2 การสกัดรีคอมบิแนนทโปรตีนจากตัวอยาง 

  เก็บตัวอยางเซลลควบคุม (E.coli DH5α) และเซลลแสดงออก (E.coli BL21) จากการเลี้ยง

ภายใตภาวะเหนี่ยวนําใหมีการแสดงออก ปริมาตร 6 มิลลิลิตร ดวยการปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12000 

รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท้ิง แลวละลาย

ตะกอนเซลลดวยสารละลายทริส ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร pH 8.0 ปริมาตร 

300 ไมโครลิตร หลังจากนั้นทําใหเซลลแตกโดยใชคลื่นเสียงความถ่ีสูง กําหนดคาแอมพลิจูด 30 

เปอรเซ็นต เปนเวลา 10 วินาที 10 นาที เก็บน้ําสวนใสท่ีไดจากการแตกเซลลโดยปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว

รอบ 12000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที วัดความเขมขนของโปรตีน

หยาบโดยวิธีแบรดฟอรด 

 3.11.3 การวัดความเขมขนของโปรตีนหยาบโดยวิธีแบรดฟอรด 

  นําโปรตีนหยาบท่ีสกัดได ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมกับแบรดฟอรดรีเอเจนต โดยใชชุดคิท 

Bio-Rad protein assay (dye reagent concentrate) (Bio-Rad Laboratories, USA) นําไปวัดคา

การดูดกลืนแสงท่ีชวงความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร และนําคาท่ีวัดไดมาคํานวณหาความเขมขนของ

โปรตีนหยาบตัวอยางโดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานของโบไวนซีรัมอัลบูมิน (Bovine Serum 

Albumin; BSA) (ภาคผนวก จ.) ท่ีมีความเขมขนในชวง 2-20 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร 
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 3.11.4  การวิเคราะหโปรตีนโดยโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต พอลิอะคริลาไมด เจลอิเล็กโทรฟอเรซิส 

(SDS-PAGE) 

  นําโปรตีนหยาบท่ีสกัดไดมาวิเคราะหดวยวิธี SDS-PAGE โดยเตรียมเจลสําหรับทํา SDS-

PAGE ซ่ึงเตรียมจากวิธีมาตรฐาน (Laemmli, 1970) เจลสําหรับการทํา SDS-PAGE จะแบงเปน 2 

สวน คือ สารละลายเซพาเรติงเจล (Separating gel) ท่ีมีความเขมขน 10 %  และสารละลายสแต็ก

กิงเจล (Stacking gel) ท่ี มีความเขมขน 5 %   โดยเตรียมเจลในชุดคิท SDS-PAGE: Model 

MiniPROTEIN II® Tetra cell (Bio-Rad Laboratories, USA) แลวนําเจลท่ีเตรียมไดมาประกอบเขา

กับชุดคิทอิเล็กโทรโฟรีซิส แลวเติมรันนิ่งบัฟเฟอร (Running buffer)  ลงในชุดคิทอิเล็กโทรโฟรีซิสจน

เต็ม แลวนําโปรตีนหยาบท่ีสกัดไดจากขอ 3.11.2 มาปรับความเขมขนใหเทากับ 20, 40 และ 60 

ไมโครกรัม จากนั้นหยอดโปรตีนหยาบตัวอยางท่ีตองการทดสอบลงในหลุมเจล กําหนดใหกระแสไฟฟา

มี คาคงท่ีเทากับ 75 โวลต เปนเวลา 90 นาที แลวนําเจลมายอมดวย 1 % CBB (Coomassie 

brilliant blue)  เปนเวลา 20 นาที ลางสีสวนเกินดวย สารลางสี (Destaining solution)  ขามคืน 

แลวนําเจลมาวิเคราะห รายละเอียดการเตรียมสารเคมีท้ังหมดแสดงในภาคผนวก ฉ. 

 3.11.5 การวิเคราะหโปรตีนโดยเวสเทิรน บลอททิง (Western blotting) 

  เวสเทิรน บลอททิง ใชสําหรับศึกษาการแสดงออกของรีคอมบิแนนทรโปรตีนจากยีน 

PCC7418_1478 และ PCC7418_0729 ท่ีติ ดฉลากด วย  6X Histidine tag ตามวิธี มาตรฐาน 

(Timmons and Dunbar, 1990) ซ่ึงหลังจากการแยกโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE แลวยายโปรตีนไป

ยังแผนเมมเบรน PVDF ท่ีปรับสภาพดวยสารละลายเมทานอล 90%(V/V) เปนเวลา 10 วินาที จากนั้น

ลางดวยบัฟเฟอรเวสเทิรน บลอททิง (Western blotting buffer)  และทําการบลอทโปรตีนโดยใช 

Semi-dry transfer cell (Model Trans-Blot® SD Cell, Bio-Rad Laboratories, USA) ท่ี  0.12 

แอมแปร เปนเวลา 50 นาที ปองกันการเกิดโปรตีนอ่ืนๆท่ีไมจําเพาะเขามาจับกับแผนเมมเบรนดวย

สารละลาย Skim milk 5% (W/V) เปนเวลา 1 ชั่วโมง ท้ิงสารละลายท่ีใชในการบล็อกโปรตีน 

(Blocking solution) ตอมานําแผนเมมเบรนไปบมกับแอนติบอดีปฐมภูมิ (Antibody raised against 

6-histidine, R&D system, USA) ขามคืน และลางดวยสารละลาย Skim milk 5% (W/V) 3 ครั้ง ใน

ระยะเวลา 20 นาที, 10 นาที และ 10 นาที ตามลําดับ จากนั้นลางอีกครั้งดวยบัฟเฟอร 1X PBS โดย

มีข้ันตอนการลางเหมือนตอนลางดวยสารละลาย Skim milk 5% (W/V) จากนั้นบมดวยแอนติบอดี

ทุ ติ ย ภู มิ  (Antibody raised against mouse-IgG HRP conjugated) (New Englands Biolabs, 

USA) เปนเวลา 2 ชั่วโมง และลางดวยสารละลาย Skim milk 5% (W/V) และ บัฟเฟอร 1X PBS 
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เหมือนข้ันตอนท่ีกลาวกอนหนานี้ ตรวจสอบผลโดยแชแผนเมมเบรนลงในสารละลายท่ีจําเพาะตอ

เอนไซมฮอสแรดิช เปอรออกซิ เดส  (Horseradish peroxidase) โดยใชชุ ด คิท Horseradish 

Peroxidase Conjugate Substrate (Bio-Rad Laboratories, USA) ซ่ึงจะเกิดการพัฒนาของสี โดย

จะเกิดแบนท่ีจําเพาะตอโปรตีนเปาหมาย รายละเอียดการเตรียมสารเคมีท้ังหมดแสดงในภาคผนวก ช. 

   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



26 
 

3.12 ออกแบบการทดลอง 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

 

4.1 ชีวสารสนเทศของยีนกําหนดรหัส Glutathione S-transferase (GST) จาก เอ็กซทรีโมไฟล 

     Halothece sp. PCC7418 

 จากฐานขอมูล KEGG พบวา เอ็กซทรีโมไฟล ไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 มียีน

กํ าหนดรหั ส  GST ท้ั ง หมด  4  ยี น  ไ ด แ ก  PCC7418_0647, PCC7418_0729, PCC7418_1478 แล ะ 

PCC7418_3557 จากการหาลําดับกรดอะมิโน และลําดับนิวคลีโอไทดของยีนกําหนดรหัส GST ท้ัง 4 ยีน จาก

ฐานขอมูล KEGG จะไดลําดับกรดอะมิโน และลําดับนิวคลีโอไทดดังแสดงในภาคผนวก ข และมีรายละเอียด

ของแตละยีนดังแสดงในตารางท่ี 4.1 อีกท้ังยังศึกษาคา Isoelectric point (pI) และมวลโมเลกุลของ GST แต

ละยีนจากฐานขอมูล ExPASy ดังแสดงในตารางท่ี 1 

ตารางท่ี 1 การวิเคราะหชีวสารสนเทศของ GST ใน Halothece sp. PCC7418 

  

จํานวนกรดอะมิโน 

(residue) 

จํานวน 

นิวคลีโอไทด  

(bp) 

มวลโมเลกุลท่ี

คํานวณไดทาง

ทฤษฎ ี 

(Da) 

 

คา pI ท่ีคํานวณได

ทางทฤษฎ ี

PCC7418_0647 183 552 20860.92 5.05 

PCC7418_0729 399 1200 46344.24 5.48 

PCC7418_1478 186 561 21579.78 5.44 

PCC7418_3557 266 801 29464.63 5.70 

 

 ไดวิเคราะหโดเมนโปรตีนของ GST ท้ัง 4 ยีน โดยการทํานายจากลําดับกรดอะมิโนของ GST ในแตละ

ยีน ผานการใชซอฟแวร SMART ดังแสดงในรูปภาพท่ี 4.1.1, 4.1.2, 4.1.3 และ 4.1.4 ซ่ึงพบวา GST ในแตละ

ยีน จะมีท้ังโดเมนดานปลาย N และโดเมนดานปลาย C ซ่ึงมีหลายรูปแบบ ยกเวนใน PCC7418_0729 จะมี

บางลักษณะท่ีเกิดจากการทํานายแลวพบวาไมมีโดเมนดานปลาย N  
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(ก) 

 
(ข) 

 

 

ภาพท่ี 4.1.1 โปรตีนโดเมนของ PCC7418_0647 ท่ีเกิดจากการทํานายจากลําดับกรดอะมิโน (ซอฟแวร    

SMART) (ก) กลองไลระดับสี แสดงถึงแฟมิลีของโปรตีนโดเมน เสนสีเทา แสดงถึงสายลําดับ

กรดอะมิโน (ข) ตารางท่ีแสดงถึงตําแหนงเริ่มตนและตําแหนงสุดทายของโดเมนดานปลาย N และ

โดเมนดานปลาย C แตละรูปแบบ และมีคา E-value ท่ีแสดงถึงความนาเชื่อถือโดยคา E-value ท่ี

มีคาต่ําจะมีความนาเชื่อถือมาก 
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(ก) 

 

(ข) 

 

 

ภาพท่ี 4.1.2 โดเมนโปรตีนของ PCC7418_0729 ท่ีเกิดจากการทํานายจากลําดับกรดอะมิโน             

(ก) กลองไลระดับสี แสดงถึงแฟมิลีของโปรตีนโดเมน เสนสีเทา แสดงถึงสายลําดับกรดอะมิโน (ข) 

ตารางท่ีแสดงถึงตําแหนงเริ่มตนและตําแหนงสุดทายของโดเมนดานปลาย N และโดเมนดานปลาย 

C แตละรูปแบบ และมีคา E-value ท่ีแสดงถึงความนาเชื่อถือ โดยคา E-value ท่ีมีคาต่ําจะมีความ

นาเชื่อถือมาก 
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(ก) 

 

(ข) 

 

 

ภาพท่ี 4.1.3 โดเมนโปรตีนของ PCC7418_1478 ท่ีเกิดจากการทํานายจากลําดับกรดอะมิโน             

(ก) กลองไลระดับสี แสดงถึงแฟมิลีของโปรตีนโดเมน เสนสีเทา แสดงถึงสายลําดับกรดอะมิโน 

กลองสีเขียว แสดงถึงบริเวณท่ีไมสามารถแสดงไดวาคืออะไร (Low complexity region)  (ข) 

ตารางท่ีแสดงถึงตําแหนงเริ่มตนและตําแหนงสุดทายของโดเมนดานปลาย N และโดเมนดานปลาย 

C แตละรูปแบบ และมีคา E-value ท่ีแสดงถึงความนาเชื่อถือ โดยคา E-value ท่ีมีคาต่ําจะมีความ

นาเชื่อถือมาก 
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(ก) 

 

(ข) 

 

 

ภาพท่ี 4.1.4 โดเมนโปรตีนของ PCC7418_3557 ท่ีเกิดจากการทํานายจากลําดับกรดอะมิโน              

(ก) กลองไลระดับสี แสดงถึงแฟมิลีของโปรตีนโดเมน เสนสีเทา แสดงถึงสายลําดับกรดอะมิโน 

กลองสีชมพู แสดงถึงบริเวณท่ีไมสามารถแสดงไดวาคืออะไร (ข) ตารางท่ีแสดงถึงตําแหนงเริ่มตน

และตําแหนงสุดทายของโดเมนดานปลาย N และโดเมนดานปลาย C แตละรูปแบบ และมีคา E-

value ท่ีแสดงถึงความนาเชื่อถือ โดยคา E-value ท่ีมีคาต่ําจะมีความนาเชื่อถือมาก 
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 จากผลการวิเคราะหทางชีวสารสนเทศของยีนกําหนดรหัส GST ใน Halothece sp. PCC7418 

งานวิจัยนี้จึงเลือกศึกษาจําเพาะเพียง 2 ยีน คือ PCC7418_0729 และ PCC7418_1478 เนื่องจากมี

คา pI ท่ีคํานวณไดทางทฤษฎีท่ีใกลเคียงกัน จึงไดวิเคราะหความสัมพันธและความหลากหลายของ 

GST จากยีน PCC7418_0729 และ PCC7418_1478 ใน Halothece sp. PCC7418 โดยใชโปรแกรม 

Protein blast เลือกชุดคําสั่ง BLASTp ในฐานขอมูล NCBI มีการตรวจสอบความเหมือนของลําดับ

กรดอะมิโนของ GST โดยใชการเรียงเทียบลําดับกรดอะมิโน (Multiple sequence alignment) ดวย

โปรแกรม Clustal Omega และสรางแผนภูมิตนไม โดยใชซอฟแวร MEGA 7.0 ดวยวิธี Neighbor-

Joining (NJ-method) และ กําหนดคา bootstrap เทากับ 1000 

 

 

ภาพท่ี 4.1.5 Putative conserved domain ของ GST ท่ีเกิดจากการวิเคราะหจากยีน 

PCC7418_1478 โดยใชโปรแกรม Protein blast เลือกชุดคําสั่ง BLASTp ในฐานขอมูล NCBI  
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ภาพท่ี 4.1.6 การเรียงเทียบลําดับกรดอะมิโนของ GST จากยีน PCC718_1478 กับ Ortholog 

(Multiple amino acid sequence alignment) โดยใชโปรแกรม Clustal Omega ซ่ึงใช

ลําดับกรดอะมิโนของ glutathione S-transferase A1 [Homo sapiens] (AAT06769.1) , 

glutathione S-transferase family protein [Halothece sp. PCC 7418] 

(WP_015225543.1), glutathione S-transferase family protein [Pleurocapsa sp. 

PCC7319] (WP_019507507), glutathione S-transferase [Cyanobacteria bacterium 

SW_9_44_58] (PSO47553.1), glutathione S-transferase family protein 

[Mastigocoleus testarum] (WP_027847055.1), glutathione S-transferase family 

protein [Acaryochloris sp. CCMEE5410] (WP_029315177.1), glutathione S-

transferase family protein [Acaryochloris marina] (WP_012165678.1), glutathione 

S-transferase family protein [Cyanobacteria bacterium J055] (RMG11768.1), 

putative Glutathione S-transferase [Planktothrix serta PCC 8927] (CUR14504.1), 

glutathione S-transferase family protein [Planktothrix tepida] ( WP_072717184.1) 

และ glutathione S-transferase family protein [Mastigocladus laminosus] ( 

WP_135106164.1), glutathione S-transferase family protein [Calothrix sp. NIES-

2098] (WP_096590453.1), putative glutathione S-transferase [Tolypothrix sp. NIES-

4075] (GAX46190.1), glutathione S-transferase family protein [Tolypothrix sp. 

NIES-4075] (WP_089131565.1), putative glutathione S-transferase (plasmid) 

[Fischerella sp. NIES-4106] (BAZ71228.1) และ glutathione S-transferase family 

protein [Westiellopsis prolifica] (WP_131121628.1) ซ่ึง glutathione S-transferase A1 

[Homo sapiens] (AAT06769.1)  เปน Outgroup โดยแสดงเปน Accession number ของ

สิ่งมีชีวิตแตละชนิด อีกท้ัง Identical residue จะถูกแสดงดวยสัญลักษณ “*”, conserved 

substitution residues ถูกแสดงดวยสัญลักษณ “:” และ semi-conserved substitution 

residues ถูกแสดงดวยสัญลักษณ “.”  
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                 โดยใชโปรแกรม Clustal Omega ใชลําดับกรดอะมิโนของ GST จากยีน PCC718_1478 และ 

Ortholog ไดแก  A: Homo sapiens (AAT06769.1), B: Cyanobacteria bacterium SW9 

44 58 (PSO47553.1), C: Halothece sp. PCC 7418 (WP_015225543.1), D: Calothrix 

sp. NIES-2098 (WP_096590453.1), E: Tolypothrix sp. NIES-4075 (GAX46190.1), F: 

Tolypothrix sp. NIES-4075 (WP_089131565.1), G: Mastigocladus laminosus 

UU774 (TFI55082.1), H: Fischerella sp. NIES-4106 (BAZ71228.1), I: Westiellopsis 

prolifica (WP_131121628.1), J: Cyanobacteria bacterium J055 (RMG11768.1) 

  , K: Planktothrix serta PCC8927 (CUR14504.1), L: Planktothrix tepida 

(WP_072717184.1), M: Pleurocapsa sp. PCC 7319 (WP_019507507.1), N: 

Mastigocoleus testarum (WP_027847055.1), O: Acaryochloris sp. CCMEE5410 

(WP_029315177.1) และ P: Acaryochloris marina (WP_012165678.1) ซ่ึง 

glutathione S-transferase A1 [Homo sapiens] (AAT06769.1) เปน Outgroup 

 

 
 

ภาพท่ี 4.1.7 แผนภูมิตนไม (Phylogenetic tree) ของ GST ท่ีแสดงออกจากยีน PCC718_1478 

(WP_015225543.1) โดยใชซอฟแวร MEGA 7.0 โดยวิธ ีNeighbor Joining (NJ) และ

กําหนดคา bootstrap เทากับ 1000 replicates แสดงรวมกับ accession number ของ

สิ่งมีชีวิตแตละชนิด ซ่ึงใชลําดับกรดอะมิโนของ glutathione S-transferase A1 [Homo 

sapiens] (AAT06769.1) เปน Outgroup 
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 จากภาพท่ี  4 .1 .5 -  4 .1 .7 และตาราง ท่ี  2  แสดงให เห็นว า  GST จากยีน  PCC7418_1478 

(WP_015225543.1) เปน GST ท่ีอยูใน GSTA ซูเปอรแฟมิลี โดยมีคา E-value ท่ีต่ําท่ีสุด จึงทําใหนาเชื่อถือ

ไดมากท่ีสุด และมีเปอรเซ็นตความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนท่ีสูงถึง 64.86% เม่ือเทียบกับ glutathione S-

transferase family protein ของ Pleurocapsa sp. PCC7319 (WP_019507507) อีก ท้ัง  GST จากยีน 

PCC7418_1478 (WP_015225543.1) มี ค ว ามสั ม พั น ธ ใ ก ล ชิ ด กั บ  glutathione S-transferase ขอ ง

Cyanobacteria bacterium SW_9_44_58 (PSO47553.1) โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนของลําดับกรดอะมิ

โน 62.50%  

 

 
 

ภาพท่ี 4.1.8 Putative conserved domain ของ GST ท่ีแสดงออกจากยีน PCC7418_0729  

โดยใชโปรแกรม Protein blast เลือกชุดคําสั่ง BLASTp ในฐานขอมูล NCBI 
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ภาพท่ี 4.1.9 เรียงเทียบลําดับกรดอะมิโนของ GST จากยีน PCC718_0729 กับ Ortholog (Multiple 

amino acid sequence alignment) โดยใชโปรแกรม Clustal Omega ซ่ึงใชลําดับกรดอะ

มิโนของ glutathione S-transferase A1 [Homo sapiens] (AAT06769.1), glutathione S-

transferase family protein [Halothece sp. PCC 7418] (WP_015224827.1), 

glutathione S-transferase family protein [Dactylococcopsis salina] 

(WP_015230394.1), glutathione S-transferase [Euhalothece sp. KZN 001] 

(PNW51870.1), glutathione S-transferase family protein [Moorea bouillonii] 

(WP_081431508.1), glutathione S-transferase family protein [Okeania hirsuta] 

(WP_124142889.1), glutathione S-transferase family protein [Cyanothece sp. 

BG0011] (WP_107668389.1), glutathione S-transferase [Moorea producens PAL-8-

15-08-1] (AOX04445.1), glutathione S-transferase family protein [Moorea 

producens] (WP_083305646.1), glutathione S-transferase [Moorea bouillonii PNG] 

(OLT60924.1) และ  hypothetical protein CY0110_04683 [Cyanothece sp. CCY0110] 

(EAZ90333.1), glutathione S-transferase family protein [Cyanothece sp. CCY0110] 

(WP_035799667.1), glutathione S-transferase family protein [Acaryochloris sp. 

CCMEE 5410] (WP_010472817.1), glutathione S-transferase family protein 

[Leptolyngbya boryana] (WP_017287664.1), glutathione S-transferase family 

protein [Moorea producens] (WP_071105349.1) และ glutathione S-transferase 

family protein [Lyngbya sp. PCC 8106] ( WP_009787989.1) โดยใช glutathione S-

transferase A1 [Homo sapiens] (AAT06769.1) เปน Outgroup โดยแสดงเปน Accession 

number ของสิ่งมีชีวิตแตละชนิด อีกท้ัง Identical residue จะถูกแสดงดวยสัญลักษณ “*”, 

conserved substitution residues ถูกแสดงดวยสัญลักษณ “:” และ semi-conserved 

substitution residues ถูกแสดงดวยสัญลักษณ “.”  
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 โดยใชโปรแกรม Clustal Omega ใชลําดับกรดอะมิโนของ GST จากยีน PCC718_1478 และ 

Ortholog ไดแก A: Homo sapiens (AAT06769.1), B: Halothece sp. PCC 7418 

(WP_015224827.1), C: Dactylococcopsis salina (WP_015230394.1), D: 

Euhalothece sp. KZN 001 (PNW51870.1), E: Okeania hirsuta (WP_124142889.1), 

F: Moorea producens (WP_071105349.1), G: Moorea producens PAL-8-15-08-1 

(AOX04445.1), H: Moorea producens (WP_083305646.1), I: Moorea bouillonii 

(WP_081431508.1), J: Moorea bouillonii PNG (OLT60924.1), K: Acaryochloris sp. 

CCMEE 5410 (WP_010472817.1), L: Cyanothece sp. BG0011 (WP_107668389.1), 

M: Cyanothece sp. CCY0110 (EAZ90333.1), N: Cyanothece sp. CCY0110 

(WP_035799667.1), O: Leptolyngbya boryana (WP_017287664.1), P: Lyngbya sp. 

PCC 8106 (WP_009787989.1) ซ่ึง glutathione S-transferase A1 [Homo sapiens] 

(AAT06769.1)  เปน Outgroup 

 

ภาพท่ี 4.1.10 แผนภูมิตนไม (Phylogenetic tree) ของ GST ท่ีแสดงออกจากยีน PCC718_0729 

(WP_015225543.1) โดยใชซอฟแวร MEGA 7.0 โดยวิธี Neighbor Joining (NJ) และกําหนดคา 

bootstrap เทากับ 1000 replicates แสดงรวมกับ accession number ของสิ่งมีชีวิตแตละชนิด ซ่ึง
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ใชลํ าดับกรดอะมิโนของ glutathione S-transferase A1 [Homo sapiens] (AAT06769.1) เปน 

Outgroup 

 จากภาพท่ี 4.1.8–4.1.10 และ ตารางท่ี 3  แสดงให เห็นวา GST จากยีน PCC7418_0729 

(WP_015224827.1) เปน GST ท่ีอยูใน GSTA ซูเปอรแฟมิลี โดยมีคา E-value ท่ีต่ําท่ีสุด จึงทําใหนาเชื่อถือ

ไดมากท่ีสุด และมีเปอรเซ็นตความเหมือน (Identity) ท่ีสูงถึง 77.44 % เม่ือเทียบกับ glutathione S-

transferase family protein ของ Dactylococcopsis salina (WP_015230394.1) อีก ท้ัง GST จากยีน 

PCC7418_0729  (WP_015224827.1) มีความสัม พันธ ใกล ชิด กับ  glutathione S-transferase family 

protein ของ Dactylococcopsis salina (WP_015230394.1) 

 จากการวิเคราะหขอมูลดวยฐานขอมูล NCBI พบวา GST จากยีน PCC7418_1478 และ 

PCC7418_0729 ใน Halothece sp. PCC7418 ถูกจัดใหอยูในกลุมของ GSTA ซูเปอรแฟมิลี เม่ือวิเคราะห

ลําดับสายวิวัฒนาการจาก phylogenetic tree จะเห็นไดวา GST ใน Halothece sp. PCC7418 ท่ีแสดงออก

จากยีนกําหนดรหัส 2 ยีน ไมมีความใกลชิดของสายวิวัฒนาการกับ GSTA1 ในมนุษยเลย อีกท้ังยังมีเปอรเซ็นต

ความเหมือนในระดับกรดอะมิโนท่ีต่ํา ซ่ึงอาจสรุปไดวา GST ใน Halothece sp. PCC7418 แมจะอยูใน

ซูเปอรแฟมิลีเดียวกันกับ GSTA1 ในมนุษย แตไมมีความใกลชิดกันของสายวิวัฒนาการ แสดงใหเห็นวาเอนไซม 

GST ในสิ่งมีชีวิตตางๆ มีความหลากหลายสูงมาก และหากจะจัดจําแนกคลาส GST ใน Halothece sp. 

PCC7418 จําเปนตองพิจารณาถึงองคประกอบอ่ืนๆ เพ่ิมเติม รวมถึงการศึกษาลักษณะเชิงคุณสมบัติของ

เอนไซม GST เพ่ือเปนการยืนยันถึงคลาสของ GST ดังกลาว อาจไมใช GST คลาส alpha อาจจะเปนคลาสอ่ืน 

เนื่องจาก GST คลาส alpha จะพบในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (Perperopoulou และคณะ, 2017) 

 

 จากฐานขอมูล KEGG และ NCBI ท่ีศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนกําหนดรหัส GST ท้ัง 2 ยีน จะได

ลําดับนิวคลีโอไทดดังแสดงในภาคผนวก ข และไดออกแบบไพรเมอรดวยโปรแกรม IDT OligoAnalyzer Tool 

ซ่ึงมีรายละเอียดของแตละไพรเมอรในตารางท่ี 2 
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ตารางท่ี 2 ไพรเมอรใชในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) ของยีนกําหนดรหัส GST ใน  

Halothece sp. PCC7418 

 

4.2 การสกัดจีโนมิกสดีเอ็นเอของ Halothece sp. PCC7418 

 เมือสกัดจีโนมิกสดีเอ็นเอ จาก Halothece sp. PCC7418 ดวย DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, 

Germany) แลวตรวจสอบคุณภาพดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส และหาความเขมขนของจีโนมิกสดีเอ็นเอดวย

เครื่องนาโนดรอป จากผลการตรวจคุณภาพ พบวาเกิดแถบแสดงขนาดดีเอ็นเอของ Halothece sp. PCC7418 

1 แถบ ซ่ึงมีขนาดใหญมากกวา 10,000 คูเบส เม่ือเทียบดวยดีเอ็นเอ มารกเกอร (Vivantis 9, Malaysia) ซ่ึง

คาดวานาจะเปนจีโนมิกสดีเอ็นเอท่ีตองการ อีกท้ังแถบดีเอ็นเอท่ีไดยังไมมีการแตกหัก ดังภาพท่ี 4.2 โดยมี

ความเขมขนเทากับ 47.1 นาโนกรัมตอไมโครลิตร และ 30.8 นาโนกรัมตอไมโครลิตร อีกท้ังอัตราสวนการ

ดูดกลืนแสง A260/A280 มีคา 1.99 และ 2.09 บงบอกไดวา จีโนมิกสดีเอ็นเอท่ีสกัดมีความบริสุทธิ์ (Morin และ

คณะ, 2010) จึงเหมาะสมท่ีจะนําไปใชเปนสารตั้งตนในการเพ่ิมจํานวนยีนเปาหมายดวยเทคนิค PCR ตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.2 ตรวจสอบคุณภาพของจีโนมิกสดีเอ็นเอ ท่ีสกัดจาก Halothece sp. PCC7418 ดวยวิธีเจล 

อิเล็กโทรโฟรีซิส (อะกาโรสเจลเตรียมดวยความเขมขนของอะกาโรสเจล 1.2 % (w/v) แลว 

Primer Sequence Tm 

(oC) 

Length 

(bp) 

PCC7418_1478-NdeI-F 5’-ACCAATGGTACATATGATGAAACTTTATTA-3’ 54 30 

PCC7418_1478-BamHI-R 5’-AGATAATTTTGGATCCTCACGGGGGTTT-3’ 63 28 

PCC7418_0729-NdeI-F 5’-GTTAAGTATTCATATGATGCAGGCACTGAG-3’ 60 30 

PCC7418_0729-BamHI-R 5’-TTCTCTGCGAGGATCCTCAAACTTTTGCAA-3’ 65 30 

M 10000 bp 
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                พรีแคสดวย 1X SYBR® Safe DNA Gel stain) M: ดีเอ็นเอ มารกเกอร (Vivantis 9, Malaysia) 

4.3 การเพ่ิมจํานวนยีนท่ีกําหนดรหัส GST ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) 

 เพ่ิมจํานวนยีนกําหนดรหัส GST (PCC7418_1478 และ PCC7418_0729) ดวยปฏิกิริยา 

 ลูกโซพอลิ เมอเรส จากจี โนมิกสดี เ อ็นเอของ Halothece sp. PCC7418 โดยใช เอนไซม  Taq DNA 

polymerase พบวาเกิดแถบแสดงขนาดดีเอ็นเอประมาณ 561 และ 1200 คูเบส ตามลําดับ ซ่ึงมีขนาดตรงกับ

ยีนกําหนดรหัส GST (ภาคผนวก ข.) ดังภาพท่ี 4.3 

 

               (ก)                                              

                                     
 

ภาพท่ี 4.3 เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) (อะกาโรสเจลเตรียม

ดวยความเขมขนของอะกาโรสเจล 1.2 % (w/v) แลวพรีแคสดวย 1X SYBR® Safe DNA Gel 

stain) M: ดีเอ็นเอ มารกเกอร (Vivantis 9, Malaysia) (ก) ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ

เรส ของยีน PCC7418_1478 โดยใชอุณหภูมิในระยะ Annealing คือ 55 องศาเซลเซียส (ข) ชอง

ท่ี 2: ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ของยีน PCC7418_1478 โดยใชอุณหภูมิในระยะ Annealing 

คือ 60 องศาเซลเซียส ชองท่ี 3: ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ของยีน PCC7418_1478 โดยใช

อุณหภูมิในระยะ Annealing คือ 50 องศาเซลเซียส  ชองท่ี 4: ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิ

เมอเรส ของยีน PCC7418_0729 โดยใชอุณหภูมิในระยะ Annealing คือ 60 องศาเซลเซียส 

  

 4.3.1 การทําใหผลิตภัณฑท่ีไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) บริสุทธิ์ 

  นําผลิตภัณฑของยีนกําหนดรหัส GST ท้ัง PCC7418_1478 และ PCC7418_0729 ท่ีได

จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  มาทําใหบริสุทธิ์ดวย GenepHlowTM Gel/PCR Kit Quick 

Protocol (Geneaid, Taiwan) แลวตรวจสอบการทําใหผลิตภัณฑท่ีไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ

เรส  มีความบริสุทธิ์ โดยวิธ ี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส และวัดความเขมขนของผลิตภัณฑ PCR ท่ีผาน

การทําใหบริสุทธิ์แลวดวยเครื่องนาโนดรอป 2000 ซ่ึงจากการตรวจสอบพบวาเกิดแถบดีเอ็นเอ

M M (ข) 

500 bp 

1000 bp 

1500 bp 
1000 bp 

500 bp 
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ขนาดประมาณ 500 และ 1200 คูเบส ตามลําดับ ดังภาพท่ี 4.3.2 แลวมีความขมขนเทากับ 7.4 นา

โนกรัมตอไมโครลิตร และ 17.3 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ตามลําดับ อีกท้ังอัตราสวนการดูดกลืนแสง 

A260/A280 มีคา 1.87 และ 1.80 ตามลําดับ ซ่ึงบงบอกไดวาผลิตภัณฑ PCR มีความบริสุทธิ์ 

 

 

                                            
 

ภาพท่ี 4.3.1 เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) ท่ีบริสุทธิ์ (อะกา

โรสเจลเตรียมดวยความเขมขนของอะกาโรสเจล 1.2 % (w/v) แลวพรีแคสดวย 1X SYBR® 

Safe DNA Gel stain) M: ดีเอ็นเอ มารกเกอร (Vivantis 9, Malaysia) (ก) ผลิตภณัฑจาก

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ของยีน PCC7418_1478 ท่ีถูกทําใหบริสุทธิ์ (ข) ผลิตภัณฑจาก

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ของยีน PCC7418_0729 ท่ีถูกทําใหบริสุทธิ์ 

 
4.4 เตรียมเวกเตอรแสดงออก pColdI 

 4.4.1 สกัดพลาสมิด pColdI จาก Escherichia coli DH5α และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

NdeI และ BamHI 

 สกัดเวกเตอรแสดงออก pCold I จาก E.coli DH5α ดวย RBC Real Genomics HIYieldTM 

Plasmid Mini Kit (Life biomedical, UK) นําไปวัดความเขมขนของพลาสมิดโดย เครื่องนาโนด

รอป 2000 และตรวจสอบคุณภาพของพลาสมิดท่ีสกัดดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส และวัดความ

เขมขนดวยเครื่องนาโนดรอป 2000 มีความเขมขนเทากับ 53 นาโนกรัมตอไมโครลิตร จากนั้น

นําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI โดยบมท่ี 37 องศาเซลเซียส ขามคืน แลว

ตรวจสอบคุณภาพดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส พบวา เกิดแถบของดีเอ็นเอ 1 แถบ ซ่ึงมีขนาด

(ก) (ข) 

500 bp 

1000 bp 
1000 bp 

500 bp 

1500 bp 

M M 
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ประมาณ 4400 คูเบส ซ่ึงเปนขนาดของ pCold I ดังภาพท่ี 4.4.1 จากนั้นตัดเจลตรงสวนท่ีเปน

แถบดีเอ็นเอของเวกเตอรแสดงออก pCold I ท่ีโดนตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI 

แลวสกัดออกมาจากเจลดวย GenepHlowTM Gel/PCR Kit Quick Protocol (Geneaid, Taiwan) 

นําไปวัดความเขมขนดวยเครื่องนาโนดรอป 2000 (Thermo Scientific, USA) มีความเขมขน

เทากับ 9 นาโนกรัมตอไมโครลิตร และอัตราสวนคาการดูดกลืนแสง A260/A280 มีคา 1.88 

 

 

 

                 

ภาพท่ี 4.4.1 เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของเวกเตอรแสดงออก pColdI (อะกาโรสเจลเตรียมดวยความเขมขน

ของอะกาโรสเจล 1.2 % (w/v) แลวพรีแคสดวย 1X SYBR® Safe DNA Gel stain) M: ดีเอ็นเอ 

มารกเกอร (Vivantis 9, Malaysia) (ก) ชองท่ี 2: เวกเตอรแสดงออก pColdI ท่ีไมโดนตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ, ชองท่ี 3: เวกเตอรแสดงออก pColdI ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI 

อยางเดียว และ ชองท่ี 4: เวกเตอรแสดงออก pColdI ท่ีตัดดวยอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ 

BamHI (ข) เวกเตอรแสดงออก pCold I ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI ท่ีสกัด

ออกมาจากเจล 

4.5 การทรานสฟอรมพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลเจาบาน 

4000 bp 
5200 bp 

(ก) 

(ข) 

M 

M 

5200 bp 
4000 bp 
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 เม่ือโคลนยีนกําหนดรหัส GST (PCC7418_1478 และ PCC7418_0729) ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัด

จําเพาะ NdeI และ BamHI เขาสูเวกเตอรแสดงออก pColdI แลว จึงทรานสฟอรมพลาสมิดลูกผสมเขาสูคอม

พีเทนตเซลล โดยทรานสฟอรมเขา E.coli DH5α จากนัน้นําเซลล์ทรานสฟอร์แมนท์มาเกล่ียบนอาหารแข็ง 

LB(low salt) ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร แลวนําโคโลนีท่ีเกิด

ไปขีดเชื้อลงบนอาหารแข็ง LB(low salt) ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/

มิลลิลตร เพ่ือเพ่ิมจํานวน บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน ตรวจสอบการรับพลาสมิดลูกผสมของท

รานสฟอรแมนทโดยวิธี โคโลนี PCR  

  4.5.1 การตรวจสอบทรานสฟอรแมนท และการยืนยันพลาสมิดลูกผสม           

PCC7418_1478/pColdI 

  นํ า โ ค โ ล นี ข อ ง ท ร า น ส ฟ อ ร แ ม น ท ม า ต ร ว จ ส อ บ ก า ร รั บ พ ล า ส มิ ด ลู ก ผ ส ม 

PCC7418_1478/pColdI ดวยวิธี โคโลนี PCR ไดดังภาพท่ี 4.5.1.1 พบวาเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงขนาด

ประมาณ 500 คูเบส จํานวน 2 แถว หรือจากโคโลนีจํานวน 2 โคโลนี จึงเลือกมา 1 โคโลนีเพ่ือไปทําการเตรียม

พลาสมิดและยืนยันความถูกตองของชิ้นยีน PCC7418_1478 โดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ 

BamHI ตอไป 

 

 

   

ภาพท่ี 4.5.1.1 เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของโคโลนี PCR (อะกาโรสเจลเตรียมดวยความเขมขนของอะกาโรส

เจล   1 % (w/v) แลวพรีแคสดวย 1X SYBR® Safe DNA Gel stain) M: ดีเอ็นเอ มารกเกอร  

(Vivantis 9, Malaysia) ทรานสฟอรแมนท (E.coli DH5α ) ของพลาสมิดลูกผสมท่ีโคลนยีน 

PCC7418_1478  

 

M 1 2 
ทรานสฟอรแมนท 

500 bp  

1000 bp  
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  นําโคโลนีของ E.coli DH5α ท่ีตรวจสอบดวยวิธ ีโคโลนี PCR แลวพบแถบดีเอ็นเอท่ีเปนของ

ชิ้นยีน PCC7418_1478 มาสกัดพลาสมิดลูกผสมดวย RBC Real Genomics HIYieldTM Plasmid 

Mini Kit (Life biomedical, UK) ตรวจสอบดวยการตัดกับเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI 

แลวนําไปตรวจสอบคุณภาพดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส พบวาเกิดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 

4400 คูเบส ซ่ึงใกลเคียงกับขนาดของเวกเตอรแสดงออก pColdI และเกิดแถบดีเอ็นเอขนาด

ประมาณ 500 คูเบส ซ่ึงใกลเคียงกับขนาดของชิ้นยีน PCC7418_1478 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.5.1.2 เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของการตัดพลาสมิดลูกผสมท่ีสกัดไดจาก E.coli DH5α ดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI 2 ช่ัวโมง (อะกาโรสเจลเตรียมดวยความเขมขนของอะ

กาโรสเจล   1 % (w/v) แลวพรีแคสดวย 1X SYBR® Safe DNA Gel stain) M: ดีเอ็นเอ มารก

เกอร  (Vivantis 9, Malaysia)      

         

 

        

 

5200 bp  
4000 bp  

500 bp  

1000 bp  
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4.5.2 การตรวจสอบทรานสฟอรแมนท และการยืนยันพลาสมิดลูกผสม PCC7418_0729/pColdI 

 นําโคโลนีของทรานสฟอรแมนทมาตรวจสอบการรับพลาสมิดลูกผสม PCC7418_0729/pColdI ดวย

วิธี โคโลน ีPCR ไดดังภาพท่ี 4.5.1.2 พบวาไมเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงขนาดประมาณ 1200 คูเบส  

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.5.2 เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของโคโลนี PCR (อะกาโรสเจลเตรียมดวยความเขมขนของอะกาโรสเจล   

1 % (w/v) แลวพรีแคสดวย 1X SYBR® Safe DNA Gel stain) M: ดีเอ็นเอ มารกเกอร  

(Vivantis 9, Malaysia) ทรานสฟอรแมน (E.coli DH5α) ของพลาสมิดลูกผสมท่ีโคลนยีน 

PCC7418_0729  

 ซ่ึงจากการท่ีไมพบแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดประมาณ 1200 คูเบส อาจเกิดจากความเชมชนระหวาง

เวกเตอรและชิ้นยีนในปฏิกิริยาไลเกทไมเหมาะสม อาจจะตองเพ่ิมความเขมขนใหมากข้ึน ดังนั้นจึงศึกษาตอ

เฉพาะพลาสมิดลูกผสม PCC7418_1478/pColdI ในการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีน 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

ทรานสฟอรแมนท 

M 

M 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 

ทรานสฟอรแมนท 

1000 bp  

1000 bp  

1500 bp  

1500 bp  
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4.6 การสกัดรีคอมบิแนนทโปรตีนจากตัวอยาง 

 นําพลาสมิดลูกผสมของยีน PCC7418_1478 ท่ีสกัดไดจาก E.coli DH5α ทรานสฟอรมเขา E.coli 

BL21 จากนัน้นําเซลล์ทรานสฟอร์แมนท์มาเกล่ียบนอาหารแข็ง LB(low salt) ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะแอม

พลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร ตรวจสอบทรานสฟอรแมนทดวยวิธี โคโลนี PCR แลว

ตรวจสอบคุณภาพดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ดังภาพท่ี 4.6 จากนั้นนําโคโลนี E.coli BL21 ท่ีรับพลาสมิดลูก

ผสม PCC7418_1478/pColdI ไปเลี้ยงในอาหารเหลว LB (low salt) ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินค

วามเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลติร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพ่ือเตรียมเปนกลาเชื้อ จากนั้นถายโอน

ลงอาหารเหลว LB (low salt) ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บม

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพ่ือใหมีคา OD600 ประมาณ 0.5-0.6 แลวเหนี่ยวนําใหเกิดการแสดงออกของ

โปรตีนโดยเติม IPTG โดยใหความเขมขนสุดทายเปน 1 มิลลิโมลาร บมท่ี 16 องศาเซลเซียส ขามคืน เขยา

ตลอดเวลา เก็บตัวอยางเซลลควบคุม (E.coli DH5α) และเซลลแสดงออก (E.coli BL21) จากนั้นทําใหเซลล

แตกโดยใชคลื่นความถ่ีสูง ปนเหวี่ยง เก็บสวนน้ําใส ไปวัดความเขมขนของโปรตีนหยาบท่ีสกัดไดดวยวิธี แบรด

ฟอรด ซ่ึงนําคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 595 นาโนเมตรท่ีไดไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก จ.) 

เพ่ือคํานวณหาคาความเขมขนของโปรตีนหยาบ ดังตารางท่ี 4  

 

 

 

ภาพท่ี 4.6 เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของโคโลนี PCR (อะกาโรสเจลเตรียมดวยความเขมขนของอะกาโรสเจล   

1 % (w/v) แลวพรีแคสดวย 1X SYBR® Safe DNA Gel stain) M: ดีเอ็นเอ มารกเกอร  

(Vivantis 9, Malaysia) ทรานสฟอรแมนท (E.coli BL21) ของ PCC7418_1478/pColdI  

 

 

ทรานสฟอรแมนท 

M 

500 bp  

1000 bp  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
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ตารางท่ี 4 ความเขมขนของโปรตีนหยาบท่ีวัดดวยวิธีแบรดฟอรด 

แหลงของโปรตีน คาการดูดกลืนแสง (OD595) ความเขมขนของโปรตีน 

(ไมโครกรัมตอไมโครลิตร) 

E.coli DH5α 

ท่ีมี pColdI (empty vector) 

0.212 5.34 

E.coli DH5α 

ท่ีมี PCC7418_1478/pColdI 

0.110 2.77 

E.coli BL21 

ท่ีมี pColdI (empty vector) 

0.192 4.84 

E.coli BL21 

ท่ีมี PCC7418_1478/pColdI 

0.202 5.09 

 

 ผลจากการหาความเขมขนของโปรตีนหยาบดวยวิธีแบรดฟอรด พบวา E.coli DH5α ท่ีมี pColdI มี

ความเขมขนของโปรตีนหยาบสูงสุด และ E.coli DH5α ท่ีมี PCC7418_1478/pColdI มีความเขมขนของ

โปรตีนหยาบตํ่าสุด แตอยางไรก็ตาม วิธีแบรดฟอรดก็ไมสามารถยืนยันไดถึงการแสดงออกของรีคอมบิแนนท

โปรตีน จึงตองนําโปรตีนหยาบท่ีสกัดไดมาวิเคราะหดวยวิธี SDS-PAGE และ วิธีเวสเทิรน บลอททิง 

 4.6.1 การวิเคราะหโปรตีนโดยโซเดียม ซัลเฟต พอลิอะคริลาไมด เจลอิเล็กโทรฟอเรซิส (SDS-

PAGE) 

  นําสวนน้ําใสของโปรตีนหยาบท่ีไดจากการเหนี่ยวนําใหเกิดการผลิตโปรตีนปริมาณสูงในภาวะ

อุณหภูมิต่ํา (Cold-shock induction) ท้ังในเซลลควบคุม (E.coli DH5α) และเซลลแสดงออก (E.coli 

BL21) แลวนํามาวิเคราะหดวย SDS-PAGE พบวา โปรตีนจากทรานสฟอรแมนทท่ีมียีนกําหนดรหัส 

GST (PCC7418_1478) ไมมีแถบโปรตีนขนาดประมาณ 21 กิโลดาลตัน ซ่ึงเปนขนาดมวลโมเลกุลของ 

GST จากยีน PCC7418_1478  ซ่ึงคาดวา GST จากยีน PCC7418_1478 ไมเกิดการแสดงออกภายใต

สภาวะท่ีทดลอง 
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20 kD 

 

 

 

ภาพท่ี 4.6.1 วิเคราะหการแสดงออกของโปรตีน GST จากยีน PCC7418_1478 ภายใตภาวะการ

เหนี่ยวนําจากอุณหภูมิต่ํา โดยวิธีSDS-PAGE (10% Separating gel และ 5% Stacking 

gel) โดยความเขมขนของโปรตีนไดแก 20 ไมโครกรัม (A1-D1), 40 ไมโครกรัม (A2-D2) และ 60 

ไมโครกรัม (A3-D3) กําหนดความตางกระแสไฟฟามี คาคงท่ีเทากับ 75 โวลต เปนเวลา 90 นาที 

แลวนําเจลมายอมดวย 1 % CBB (Coomassie brilliant blue) เปนเวลา 20 นาที ลางสี

สวนเกินดวย สารลางสี (Destaining solution) ขามคืน M: โปรตีนมารกเกอร Precision Plus 

ProteinTM Dual Color Standards (Bio-Rad Laboratories, USA) 

                A: ทรานสฟอรแมนทท่ีมียีน PCC7418_1478 ใน E.coli DH5α 

                B: ทรานสฟอรแมนทท่ีมียีน PCC7418_1478 ใน E.coli BL21 

                C: ทรานสฟอรแมนทท่ีไมมียีน PCC7418_1478 ใน E.coli DH5α 

                D: ทรานสฟอรแมนทท่ีไมมียีน PCC7418_1478 ใน E.coli BL21 
 4.6.2 การวิเคราะหโปรตีนเปาหมายดวยวิธีเวสเทิรน บลอททิง 

 นําสวนน้ําใสของโปรตีนหยาบไดจากการเหนี่ยวนําใหเกิดการผลิตโปรตีนปริมาณสูงในภาวะ

อุณหภูมิ ตํ่า (Cold-shock induction) ท้ังในเซลลควบคุม (E.coli DH5α) และเซลลแสดงออก 

(E.coli BL21) นํามาตรวจจับสัญญาณการแสดงออกของโปรตีนเปาหมายดวยวิธีเวสเทิรน บลอททิง 

โดยนําโปรตีนไปบลอทกับ แอนติบอดีปฐมภู มิ  (Antibody raised against 6-histidine, R&D 

system, USA) และแอนติบอดีทุติยภูมิ (Antibody raised against mouse-IgG HRP conjugated) 

M A1 B1 C1 D1 A2 B2 C2 D2 A3 B3 C3 D3 

250 kD 

75 kD 

50 kD 

37 kD 

25 kD 
21 kD 
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(New Englands Biolabs, USA) จากนั้นตรวจสอบผลโดยแชแผนเมมเบรนลงในสารละลายท่ีจําเพาะ

ตอเอนไซมฮอสแรดิชเปอรออกซิเดส (Horseradish peroxidase) โดยใชชุดคิท Horseradish 

Peroxidase Conjugate Substrate (Bio-Rad Laboratories, USA) ซ่ึ งจะเกิดการพัฒนาของสี  

พบวา ไมมีสัญญาณของโปรตีนเปาหมายท่ีติดฉลากดวย 6X ฮิสทิดีน ดังนั้นจึงยืนยันไดวา GST จาก

ยีน PCC7418_1478 ไมเกิดการแสดงออก ภาพท่ี 4.6.2 

 

 

ภาพท่ี 4.6.2 ผลจากการทําเวสเทิรน บลอททิง โดยความเขมขนของโปรตีนคือ 20 ไมโครกรัม  

M: โปรตีนมารกเกอร Precision Plus ProteinTM Dual Color Standards (Bio-Rad 

Laboratories, USA) 

A: ทรานสฟอรแมนทท่ีมียีน PCC7418_1478 ใน E.coli DH5α 

                B: ทรานสฟอรแมนทท่ีมียีน PCC7418_1478 ใน E.coli BL21 

                        D: ทรานสฟอรแมนทท่ีไมมียีน PCC7418_1478 ใน E.coli BL21 
 

 

 

 

 

 

 

D A B M 

25 kD 

75 kD 

37 kD 
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บทท่ี 5 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 จากการวิเคราะหชีวสารสนเทศของยีนกําหนดรหัส GST ท้ัง PCC7418_1478 และ PCC7418_0729 

พบวาท้ัง 2 ยีนอยูในซูเปอรแฟมิลีเดียวกันคือ GstA โดย GST จากยีน PCC7418_1478 มีเปอรเซ็นตความ

เหมือนสูงสุดท่ีระดับกรดอะมิโนท่ี 64.86 % เม่ือเทียบกับ glutathione S-transferase family protein ของ 

Pleurocapsa sp. PCC7319 แ ล ะ  มี ค ว า ม สั ม พั น ธ ใ ก ล ชิ ด กั บ  glutathione S-transferase ข อ ง 

Cyanobacteria bacterium SW_9_44_58 สวน GST จากยีน PCC7418_0729 มีเปอรเซ็นตความเหมือนท่ี

ระดับกรดอะมิโนท่ีสู ง ถึง 77.44 %  เ ม่ือเทียบกับ glutathione S-transferase family protein ของ 

Dactylococcopsis salina และมีความสัมพันธใกลชิดกับ glutathione S-transferase family protein 

ของ D.salina แตเม่ือนําลําดับกรดอะมิโนของ PCC7418_1478 และ PCC7418_0729 ไปจัดเรียงเทียบกับ

ยีน GSTA1 ซ่ึงอยูใน GstA ซูเปอรแฟมิลีเหมือนกัน พบวามีคาเปอรเซ็นตความเหมือนท่ีระดับกรดอะมิโนท่ีต่ํา 

คือ 18.86% และ 17.31% ตามลําดับ อีกท้ังยังไมมีความสัมพันธท่ีใกลชิดอีกดวย ดังนั้น GST ท้ัง 2 ยีน 

อาจจะไมอยูในคลาส alpha ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Perperopoulou และคณะ ในป 2017 เนื่องจาก 

GST คลาส alpha จะพบแตในสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม อีกท้ังถาจะจัดใหเอนไซม GST อยูในคลาสเดียวกันตอง

มีเปอรเซ็นตความเหมือนท่ีระดับกรดอะมิโนมากกวา 40% อีกท้ัง GST ของ Pleurocapsa sp. PCC7319 

และ D.salina ก็ยังไมทราบคลาส ดังนั้นจึงควรศึกษาถึงลักษณะเชิงโครงสราง และลักษณะเชิงคุณสมบัติของ 

GST จากยีน PCC7418_1478 และ PCC7418_0729 เพ่ือจะไดจัดจําแนกคลาสตอไป 

 จากการสกัดจีโนมิกสดีเอ็นเอจาก Halothece sp. PCC7418 แลวตรวจสอบคุณภาพและขนาด ดวย

วิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส พบวาเกิดแถบดีเอ็นเอ 1 แถบ ท่ีคอนขางสมบูรณ (Intact) ซ่ึงมีขนาดมากกวา 

10,000 คูเบส จึงคาดวาเปน จีโนมิกสดีเอ็นเอ เลยนําไปวัดความเขมขนและคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องนา

โนดรอป 2000 จะเห็นไดวามีความเขมขนมากกวา 30 นาโนกรัมตอไมโครลิตร สวนคา A260/A280 ท่ีบงบอกถึง

ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ ในแงของการปนเปอนโปรตีน (Morin และคณะ, 2010) มีคามากกวา 1.8 ซ่ึงแสดง

ไดวา จีโนมิกสดีเอ็นเอท่ีสกัดออกมามีการปนเปอนดวยโปรตีนต่ํา จึงมีความบริสุทธิ์สูง อีกท้ังเม่ือนําจีโนมิกสดี

เอ็นเอไปใชเปนสารตั้งตนในการเพ่ิมจํานวนยีนกําหนดรหัส GST ท้ัง PCC7418_1478 และ PCC7418_0729 

ดวยปฏิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) แลวตรวจสอบคุณภาพและขนาดดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส พบวาเกิด

แถบดีเอ็นเอ 1 แถบ ซ่ึงมีขนาดประมาณ 500 คูเบส และ 1200 คูเบส ตามลําดับ ซ่ึงคาดวานาจะเปนยีน 

PCC7418_1478 และ PCC7418_0729 ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาดีเอ็นเอท่ีมีขนาดมากกวา 10000 คูเบส 

เปนจีโนมิกสดีเอ็นเอของ Halothece sp. PCC7418 และสามารถนํามาใชในการเพ่ิมจํานวนยีนท่ีสนใจในปฏิริ

ยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) ได 

 ในการวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีนเปาหมาย ในงานวิจัยไดเลือกเวกเตอรสําหรับการแสดงออก

ของโปรตีนเปาหมายคือ pColdI ซ่ึงเปนเวกเตอรท่ีใชระบบ Cold shock ในการท่ีจะเหนี่ยวนําใหยีนเปาหมาย
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เกิดการแสดงออก ซ่ึงในระบบของ pColdI เปนท่ีนาสนใจ เพราะทําใหโปรตีนสามารถเกิดการแสดงออกไดท่ี

อุณหภูมิต่ํา ในท่ีนี้คือ 15 องศาเซลเซียส ซ่ึงการแสดงออกท่ีอุณหภูมิต่ํานี้ จะทําใหโปรตีนเปาหมายไมโดนยอย

สลายจากเอนไซมโปรติเอสชนิดตางๆได จึงเปนระบบท่ีสามารถทําใหโปรตีนเปาหมายโดยไมเกิดการสูญเสีย 

อีกท้ังระบบของเวกเตอร pColdI ยังสามารถเพ่ิมระดับการแสดงออกและสมบัติการละลายน้ําใหกับโปรตีน

เปาหมายไดอีกดวย  

 จากการวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีนเปาหมายดวยวิธี SDS-PAGE พบวาทรานสฟอรแมนท่ีมียีน 

PCC7418_1478 ไมเกิดแถบโปรตีนท่ีมีขนาดประมาณ 21 กิโลดาลตัน (มวลโมเลกุลของ GST จากยีน 

PCC7418_1478) ซ่ึงพบท้ังใน E.coli BL21 และ E.coli DH5α ดังนั้นเพ่ือการยืนยันถึงการแสดงออกของ 

GST จากยีน PCC7418_1478 ใหแนชัด จึงวิเคราะหการแสดงออกของ GST เปาหมายดวยวิธีเวสเทิรน 

บลอททิง โดยใชแอนติบอดีปฐมภูมิท่ีจําเพาะกับ 6X ฮิสทิดีน ซ่ึงติดฉลากอยูบนโปรตีนเปาหมาย (Antibody 

raised against 6-histidine) แตปรากฏวาไมพบสัญญาณของโปรตีน GST เปาหมายท่ีติดฉลากดวย 6X ฮิส

ทิดีน จึงสามารถยืนยันไดวา GST จากยีน PCC7418_1478 ไมแสดงออกภายใตภาวะท่ีทดลอง ซ่ึงอาจจะเกิด

จากหลายสาเหตุ  

 1. ความเขมขนของ IPTG ท่ีเติมลงไป อาจไมเหมาะสมท่ีจะทําใหเกิดการแสดงออกของ GST  

 2. เวลา และ อุณหภูมิในการบมเพาะเลี้ยงเซลลแสดงออก อาจไมเพียงพอ 

 3. ระยะเวลาในการเหนี่ยวนําใหเกิดการแสดงออกของยีนเปาหมายไมเพียงพอ 

ดังนั้น แนวทางแกไขปญหาเหลานี้ตองหาความเขมขนของ IPTG ใหม ท่ีเหมาะสมท่ีเหมาะสมกับการแสดงออก

ของยีนกําหนดรหัส GST ใน Halothece sp. PCC7418 ซ่ึงควรอยูในชวง 0.1 ถึง 1 มิลลิโมลาร อีกท้ังควร

เปลี่ยนระยะเวลาในการเหนี่ยวนําใหเกิดการแสดงออก รวมถึงอุณหภูมิ และเวลาในการบมเพาะเชื้อแสดงออก 

เพ่ือใหยีนไดเกิดการแสดงออก เพ่ือใชในการศึกษาตอไปได 
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ภาคผนวก ก. 

สูตรอาหารเล้ียงเช้ือ 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ BG11 + สารละลาย Turk  ปริมาตร 1 ลิตร สําหรับเลี้ยง Halothece sp. PCC7418 

ภายใตภาวะปกติ (0.5 โมลาร NaCl) 

สารละลาย BG11 

NaNO3         1.5 กรัม 

K2HPO4         0.04 กรัม 

MgSO4.7H2O        0.075 กรัม 

CaCl2.2H2O        0.036 กรัม 

Na2CO3         0.02 กรัม 

EDTA.2Na        0.01 กรัม 

Citric acid        0.006 กรัม 

Ferric ammonium citrate      0.006 กรัม 

สารละลายแรธาต ุ

 H3BO3         2.83 กรัม 

 MnCl2.4H2O        1.81 กรัม 

 ZnSO4.7H2O        0.22 กรัม 

 Na2MoO4.2H2O        0.39 กรัม 

 CuSO4.5H2O        0.079 กรัม 

 Co(NO3)2.6H2O        0.049 กรัม 

สารละลาย Turk 

 NaCl         28.17 กรัม 

 KCl         0.67 กรัม 
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 MgSO4.7H2O        6.92 กรัม 

 MgCl2.6H2O        5.50 กรัม 

 CaCl2.2H2O        1.47 กรัม 

 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ low-salt Luria-Bertani (LB) ปริมาตร 1 ลิตร 

 สําหรับเลี้ยง E.coli DH5α และ E.coli BL21 

 NaCl         5 กรัม 

 Bacto Tryptone       10 กรัม 

 Yeast extract        5 กรัม 

 ผสมสวนผสมท้ังหมดเขาดวยกัน หากตองการเตรียมเปนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง เติมผงอะกาโรส 12 

กรัม แลวเติมน้ํากลั่น 1 ลิตร จากนั้นนําไปฆาเชื้อภายในตูอบฆาเชื้ออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ถาตองการใสยาปฏิชีวนะ ตองใสขณะท่ีอาหารมีอุณหภูมิอุน ซ่ึงความ

เขมขนสุดทายของยาปฏิชีวนะคือ 50 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร 
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ภาคผนวก ข. 

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนกําหนดรหัส GST ใน Halothece sp. PCC7418 

แถบสีเหลือง หมายถึงบริเวณท่ีไพรเมอรเขามาจับ 

1. PCC7418_1478 (561 นิวคลีโอไทด) 

ATGAAACTTTATTATCTTCCGTTAACCCGAGCCAGTCGCCCTCATTGGCTATTAGAAGAACTGGAAATTT

CCTATGAATTAATTCAAGTGACCCCTGATGAAATGTCGGAGAAACCAGAATATAAAGGACTCCATCCTCA

TGGTAAGATTCCAGTTTTAGTTGATGATAATATCACAATTCATGAATCTGCTGGAATTTGTGCTTATTTAG

CCGATCAATATCCTGATAAACAACTTGCTCCCTCTCTTATGAGTCCCGCAAGAGGCTATTATTATCAATG

GTTGTTTTATGCTGCGGTGACGTTAGAACCTCCTGTGGAACGATATCTTTTTCATGTTTTCCCTCATTTG

TCAGAGAAAGTATTACCTGATAGTGAATATGAAAACCTTTCTAAGGACGAAACATTACACTGGTTTGGAA

AAGTCTGTCAACCCCTCAATGACCACTTAAAAGAGAATCAATATCTCGTTGAAAATCAATTTACGGCTGC

TGATGTTATTACAGGTGGTGTTTTGTTTTGGGCGTTCAAAATAGGATTACTAAAAAAGAAACCCCCGTGA 

 

2. PCC7418_0729 (1200 นิวคลีโอไทด) 

ATGCAGGCACTGAGTTGGGAAGAATTAGAAAACCGTACAAATTTTGAAATTGATCGCGTTAATGGACCGA

CGAATGCACAATCTCGTTTACGCTTATTTGGGCGCGATGAATCGGAGGTTCGAGTGACGTTATACCGTGA

CCATCATGCTTGGTGTCCCTATTGTCAGAAAGTTTGGTTATGGTTAGAAGAAAAACAAGTTCCCTATCGT

GTGGAAAAAGTCACGATGTTTTGCTATGGGGATAAAGAGCGTTGGTATAAGCAGATTGTTCCTTCAGGGA

TGTTACCTGCGTTAAAACTCGATGATCGTTTGCTTACTGAAAGTGATGATATTTTAAGCCAACTTGAGCA

AACCTTCGGAACGCTGGGTTATAGTATGAACGATCGCGCCAGTATTGCCCTACGGAAGTTAGAACGACT

GTTATTTCGGGCGTGGTGTAGTTGGTTATGTGTTCCTGCGCGATCGCGCCGTGAAGACCAGTATAACCG

CCAACAGTTTACGGATGTGGTCTCCCAAGTTGAGGACGCGCTACAACAAACCCCGGGTCCTTATTTCCGA

GACAGCTTTAGCATTATTGATCTTATCTTTACCCCGTTTCTGGAACGGATGAACGCCAGTTTATTCTATT

ACAAAGGGTACTCCCTACGAGAAGAAAACCCTCAACTGGGCTTATGGTTTGATGGGATGGAACAGCGAT

CCACCTATCGCGGAACGCAAAGTGATTTTCATACCCACGTTCATGATTTACCCCCACAGATGGGCGGTTG

CTATGCTAACGATGAACCGCAAACAAAACTGAATCAAGCACGGGTGGATCAGGGACCTTGGCTAGGTTT

ACCTGATGTGATGTATCCTGAACCCGAAACCTCGCGAGAAGAAGCCTTACAACGGGTTTTAAAGCATCGA

GAGAACTTGTTAAACGTGAATCCAGCCTCAGAAGACTTATTTGAGGAAGCCTTGCGCTGTGCGTTAACCA

ATTTGATTACTGGTGAAGTGTGTTCTCCCCCTGCTGGATCAGCATCTGCATTAAGATATTTGCGCGATCG

CGTGAGTGTTCCTAGAGATATGTCGATTTATGCAGCCAAACGCTTACGAGAAGCCTTAGAAAACACCGCC
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AGCTTAGCTGGAGACGAACAAGGAACACCGATTCCAGTTCGACATCGGCGCGATCAAGATCCCGCGAAT

TTTGCAAAAGTTTGA 
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ภาคผนวก ค. 

แผนผังแสดงลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิด pColdITM DNA 
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ภาคผนวก ง. 

วิธีการเตรียมสารเคมีสําหรับทําอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส 

1. สารละลายบัฟเฟอร 10X TAE (Tris-Acetate-EDTA) 

   Tris base         48.4 กรัม 

  EDTA         3.72 กรัม 

  กรดแอซีติก        11.4 มิลลิลิตร 

  ละลายสวนผสมทุกอยางดวยน้ํากลั่นปริมาตร 1 ลิตร ถาตองการเจือจางใหไดสารละลายบัฟเฟอร 1X              

TAE ใหเจือจางดวยน้ํากลั่น 

2. 1.2% อะกาโรส เจล 

   ผงวุนอะกาโรส        0.24 กรัม 

   สารละลายบัฟเฟอร 1X TAE      20 มิลลิลิตร 

 ละลายผงอะกาโรสดวยความรอนจนกระท่ังละลายหมด รอใหสารละลายเย็นตัวลงแลวเติม SYBR®               

safe DNA gel stain ปริมาตร 4 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากัน 
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ภาคผนวก จ. 

กราฟมาตรฐานโปรตีน  

สําหรับวัดความเขมขนของโปรตีนในวิธี แบรดฟอรด 
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ภาคผนวก ฉ. 

วิธีการเตรียมสารเคมีสําหรับทําโซเดียมซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (SDS-PAGE) 

1. 30% อะคริลาไมด และ 0.8 บิสอะคริลาไมด (bis acrylamide) 

    อะคริลาไมด        29.2 กรัม 

    N, N’ เมทิลลีน บิส อะคริลาไมด      0.8 กรัม 

    ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลั่นใหเทากับ 100 มิลลิลิตร 

2. สารละลายบัฟเฟอร ทริส ไฮโดรคลอริก (Tris-HCl) ความเขมขน 1.5 โมลาร pH 8.8 

    Trisma base (C4H11NO3)      18.17 กรัม 

ละลาย Trisma base ในน้ํากลั่นปริมาตร 80 มิลลิลิตร และปรับคา pH ของสารละลายใหเทา8.8

ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จากนั้นจึงปรับปริมาตรสุดทายใหเทากับ 100 มิลลิลิตร 

3. สารละลายบัฟเฟอร ทริส ไฮโดรคลอริก (Tris-HCl) ความเขมขน 0.5 โมลาร pH 6.8 

    Trisma base (C4H11NO3)      6.06 กรัม 

  ละลาย Trisma base ในน้ํากลั่นปริมาตร 80 มิลลิลิตร และปรับคา pH ของสารละลายใหเทากับ  

6.8 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จากนั้นจึงปรับปริมาตรสุดทายใหเทากับ 100 มิลลิลิตร 

4. สารละลายบัฟเฟอร ทริส ไฮโดรคลอริก (Tris-HCl) ความเขมขน 0.1 โมลาร pH 8.0 

    Trisma base (C4H11NO3)      1.21 กรัม 

ละลาย Trisma base ในน้ํากลั่นปริมาตร 80 มิลลิลิตร และปรับคา pH ของสารละลายใหเทากับ                            

8.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จากนั้นจึงปรับปริมาตรสุดทายใหเทากับ 100 มิลลิลิตร 

5. สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 10 % 

    โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS)      15 กรัม 

    น้ํากลั่นปลอดประจุ       150 มิลลิลิตร 

6. สารละลายเซพาเรติงเจล (Separating gel) ความเขมขน 10% 

   น้ํากลั่นปลอดประจุ       7.12 มิลลิลิตร 

   สารละลายบัฟเฟอร Tris-HCl ความเขมขน 1.5 โมลาร pH 8.8  4.5 มิลลิลิตร 

   10% SDS        180 ไมโครลิตร 
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    30% อะคริลาไมด       6 มิลลิลิตร 

    TEMED        15 ไมโครลิตร 

    APS (Ammonium persulphate)     50 ไมโครลิตร 

7. สารละลายสแต็กกิงเจล (Stacking gel) ความเขมขน 5% 

    น้ํากลั่นปลอดประจุ       2.8 มิลลิลิตร 

    สารละลายบัฟเฟอร Tris-HCl ความเขมขน 1.5 โมลาร pH 8.8  1.25 มิลลิลิตร 

    10% SDS        50 ไมโครลิตร 

    30% อะคริลาไมด       0.83 มิลลิลิตร 

    TEMED        5 ไมโครลิตร 

    APS (Ammonium persulphate)     50 ไมโครลิตร 

8. สารละลายบัฟเฟอรโปรตีนตัวอยาง 4X (4X protein loading buffer) 

    สารละลาย Tris-HCl ควาเขมขน 1 โมลาร pH 6.8    0.6 มิลลิลิตร 

    2-Mercaptoethanol       0.5 มิลลิลิตร 

    10% SDS        2 มิลลิลิตร 

    1% บรอมฟนอลบลู       1 มิลลิลิตร 

    50% กลีเซอรอล       5 มิลลิลิตร 

    น้ํากลั่นปลอดประจุ       0.9 มิลลิลิตร 

9. สารละลายรันนิ่งบัฟเฟอร 10X (10X Running buffer) 

    Trisma base (C4H11NO3)      30.2 กรัม 

    ไกลซีน         144 กรัม 

    โซเดียมลอริลซัลเฟต (Sodium lauryl sulfate)    10 กรัม 

    ผสมสารแตละชนิดใหเขากันดวยน้ํากลั่นปลอดประจุปริมาตร 1 ลิตร เก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิหอง        

กอนนําสารละลายไปใช ตองเจือจางใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1X ดวยน้ํากลั่นปลอดประจุ 
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10. สียอมคูแมซีบลู (Coomassie brilliant blue staining solution) 

    สคูีแมซีบลูบริลเลียนทบลูจี-250      1 กรัม 

    50% เมธานอล        500 มิลลิลิตร 

    10% กรดแอซีติกเขมขน       100 มิลลิลิตร 

    น้ํากลั่นปลอดประจุ       400 มิลลิลิตร 

11. สารละลายสําหรับลางสี (Destaining solution) 

    เมธานอล        200 มิลลิลิตร 

    กรดแอซีติก        70 มิลลิลิตร 

    น้ํากลั่นปลอดประจุ       730 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ช. 

วิธีการเตรียมสารเคมีสําหรับทําเวสเทิรน บลอททิง 

1. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน 1X (Phosphate buffer saline: PBS) pH 7.4 

    NaCl         8 กรัม 

    KCl         0.2 กรัม 

    Na2HPO4         1.44 กรัม 

    KH2PO4         0.24 กรัม 

                ละลายดวยน้ํากลั่นปลอดประจุ ปริมาตร 900 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหได 7.4 ดวย HCl หรือ NaOH 

แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 

2. สารละลาย 0.1% Tween 20 ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน 1X 

    Tween 20        1 มิลลิลิตร 

    สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน 1X     1 ลิตร 

3. Blocking solution 

    ผง Skim milk        5 กรัม 

    สารละลาย 0.1% Tween 20 ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน 1X 100 มิลลิลิตร 

4. สารละลายบัฟเฟอรเวสเทิรนบลอททิง 

    Tris base        3 กรัม  

    ไกลซีน         14.4 กรัม 

    เมธานอล        200 มิลลิลิตร 

    น้ํากลั่นปลอดประจุ       800 มิลลิลตร 
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