
เตรึ๋องมอ-เคมีภัทเท และวสีการทดลอง

2.1 เดรองมอ

เดรี่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH m eter) แบบ PHM รา A utocal บริษัท 

R adiom eter Copenhagen, Denmark

เครี่องปีนแรงเหารงสํงท่ีควบคุมอุณหภูมิไค้ (R e f r ig e ra te d  C e n trifu g e ) แบบ 

J-21C บริษัท Beckman In s tru m en t I n c . ,  บ .s . A.

เดรี่องปีนแรงเหรี่รงสํงปินาดเลก (High Speed M ic ro c e n trifu g e ) แบบ 

MC-15A บริษัท Tomy S eik o , Japan

เครี่องอบม่าเ$อ(A utoclave) แบบHA-30 บริษัท Hirayama M anufacturing  

C o p o ra tio n , Japan

ค้ควบคุมคุณหภมิ( In c u b a to r)แบบBM600 บริษัท Memmert GmbH, พ. Germany 

เคร่ีองเปิฮ่าควบคุมอุณหภูมิ (Shaking W ater Bath) แบบ 01PF623 บริษัท 

New Brunswick S c i e n t i f i c  C o., I n c . ,  U.S.A.

เคร่ีองควบคุมอุณหภูมิ (W ater Bath) แบบ A466 บริษัท C h a r lie s  Hearson

h. Co. L td . , England
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เตรอง High Perform ance L iq u id  chrom atography แบบ LC-3A บริษัท 

shim adzu, Japan

เตรองกวนแท่งแม่เหล็ก (Magmetic s t i r r e r )  แบบ 0188 GMS,

S c i e n t i f i c  In stru m en t Development And s e r v ic e  C en te r, F acu lty  of 

S c ien ce , C hulalongkorn U n iv e rs ity

เตรองผส์มส์าร (V ortex  Genic) แบบ K 550-G บริษัท S c i e n t i f i c  

I n d u s t r ie s  I n c . ,  U .s.A .

ริแปลตอัตโนมัติ (A u to p ip e tte )  แบบ Pipetm an P20, P100 และ P200 

บริษัท G ilso n  M edical E le c tro n ic s  s . A ., F rance

อุปกร(นอเลตโตรโฟริ2ส' (Agarose Gel E le c tro p h o re s is )  ประกอบล้วย 

H o riz o n ta l E le c tro p h o re s is  U nit และ Power Supply แบบ EPS 3200 หริอ 

EPS 5100

อุปกรÏนอเลตโตรโฟร3ล’ (SD S-Polyacrylam ide Gel E le c tro p h o re s is )  

ประกอบล้วร v e r t i c a l  E le c tro p h o re s is  U nit และ C onstan t Power Supply 

แบบ 1000/500 บริษัท BIO-RAD, U.S.A.

2.2  วัสัตุภัท!ฅ

ถุงไตอะไลริสํ (C e llu lo se  D ia ly s is  Tubing) 6 mm (d im e te r) M.w. 

cu t o f f  12,000 D alton บริษัท sigma Chemical Company, U.S.A.

กระลาษกรอง ( F i l t e r  Paper) แบบ HA 0.45 ji<m บริษัท M ill ip o re

C o p o ra tio n , U.S.A.
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2.3 เคุมภัฒๆ

2 .3 .1  ชา?เคุมื

ชารเคุมทุกชนิคุท่ี'ใช้'ในการวัจัรนํ้เง็นเกรดห้องปฏิบัติการ (L ab o la to ry  g rade) 

รกเว้น A c e to n i t r i l e  เปนเกรคุ HPLC ส่วน s ta n d a rd  CDs, m a l to tr io s e  

m a l to te t ra o s e ,  m a lto p en tao se , m altohexose และ m a lto h ep tao se  เปนเกรก 

วเคราะห (A n a ly tic a l  g rade)

2 .3 .2  เอนุไชม

เรส์ต้กป็'นเอน'!ชมปีองบริษัท B ethesda R esearch  L a b o ra to r ie s ,  บ .s . A., 

บริษัท B io labs U .s.A . และบริษัท sigma Chemical Company, U .s.A .

เอน'!ชม T-4 DNA l ig a s e  aองบริษัท sigma Chemical Company, U .s.A .

2 .4  พลาชมคุกเอนุเอและคุเอ็นเอมาตร.รานที่ไช้ไนการทคุชอง

2 .4 .1  นลาชมคุกเอ็นเอ

พลาชมคุคุเอนเอ PBR322 (B o liv a r และคุณะ, 1977; S u t c l i f f e ,  1979) 

ปีนาก 4.363 kb มรนต้านรา t e t r a c y c l i n e  และ a m p l ic i l l in

นลาชมิกคุเอ็นเอ pUC18 (M essing, 1983) ปีนาค 2.686 kb มืธีนต้าน

a m p l ic i l l in  และ l a c  z '  gene
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พลาลํมิดค้เป็นเอ pSE411 (Dente และคณะ, 1983; E lled g e  และคณะ,

1989) เป็นอนุพันสปีอง pUC18 ท่ีเพม Ml3 o r i  เจ้าไปานค่าแหน่งปีอง N arl และเพพ 

t a c  prom otor แทนท่ี l a c  prom otor

2 .4 .2  คเป็นเอ!ทค?ฐาน

คีเป็นเอออง /\-DNA C l in d l t s  857 Sam 7 กกตัคอย่างลํมบูรณค้วฮ Hindi 11 

ไค้ร้นคเป็นเอ 8 ร้น มอนาค 23 .130 , 9 .4 1 6 , 6 .5 5 7 , 4 .3 6 1 , 2 .322 , 2 .027, 

0.564 และ 0.125 kb ตามลำคับ (R odrign rz  and T a i t ,  1983)

2 .5  แบคทเรฮ ท ี่า จ ้า น การทดลอง (ตารางที่ 11)

2 .5 .1  B a c i l l u s  A, ,

เป็นลำฮพันสุที่แรกไค้จากดนานบรเวณเอเจ้รคะวันออก เฉรงใต้

2 .5 .2  E s c h e r i c h i a  c o l i  K12 s t r a i n  HB101, JM'101 และ DH5ot 

เป็นลำรพันสุท ี่า จ ้เป็นเลํลลเจ้าเรอนลำหรับการทรานลํฟอร์มพลาลํมค

2 .5 .3  E s c h e r i c h i a  c o l i  s t r a i n  SV1, SV2, SV3, SV4 และ SV5 

เป็นลำรพันสุที่ลํร้างไค้จากการวิจัรนํ้
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ต า ร า ง ท ี ่  1 1  แ บ ค ฑ เ  ร อ ท ี ่ ใ ส ํ ' ใ น ก า ร ท ค ล อ ง

แบตฑีเรีร สำรพันสุ Phenotype เ อกสำรอ้างอง

B a c i l l u s  A11 - - Pongsawasdi และ

Yahisawa, 1987

E s c h e r i c h i a  c o l i HB101 F h s d  S20( r 0 mQ ) recA13 BoyerและRouilan d -

iei/B6 a ra -1 4  proA2 l a c Y l D ussoix , 1969;

g a l K ' l  rp a L 2 0 (s tr '')  x . y l - 5 B o liv a r  และBack-

m i t  1 Sî/pE44 A man, 1979

JM101 F/ i ra D 3 6 ia c Ia û(iaeZ)M15 M essing และคท!ะ,

proAB/supE th i& ( la c -p ro 1981

AB)

DH5a F” 80d7aeZaM15 e n d A . l l R alig h  และตก!ะ,

r e c M  h s d R l l  ( I'k mk ) 1989

5i/pE44 t / ï i -1  À  ayrA96

r e l Al a(iacZY A-arprF)U169

SV 1 HB101 (pSVl) ใสํในการวิจัอนํ้

SV2 JM101 (pSV2) ใสํ'ในการวิจ้อนื

SV3 JM 101 (pSV3) าสำนการวิจ้อน

SV4 JM101 (pSV4) ใสํในการวิจ้อน

SV5 HB101 (pSV5) ใสํในการวิจ้อน
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2.6 เครี ่ องแก้วและลารละลาย

เครี่องแก้วทุก#นดที่ใ#ในการลกัดด้เอ็นเอต้องผ่านการ s i l i c o n iz e d  และรีเอเจนล 

ทุก#นิด ต้องละอาดปราลจากเอนไ#ม N uclease ด้วยการอบ?ราเ^อท่ีอุทเหภุมิ 121 °#

ดวามลัน 15 ปอนดต่อตารางใไว เป็นเวลา 15 นาท

2.7 การสํกัคคเอ็นเอ

2 . 7 . 1  การลกัคดี เอ็นเอปีองโครโมโ#ม จาก B a c i l l u s  A, ,

ลัดแปลงมาจากวธที ่ เลนอโดย Rodriguez และด(นะ ( 1983)

เพาะเลยงเแอในอาหาร A l k a l i n e  medium ( y e a s t  e x t r a c t  0 . 5  เปอรี ่  

เ#นต้ , p o lypepto n e  0 . 5  เปอรี ่ เ#แต้ , K£HP04 0 .1  เปอรี ่ เ#นต่  pH 10) จ่านวน 

100 มิลลิลิตร ท่ีอุพหภมิ 37 °#  อามคน บันเก็บเ#ลลท 4 , OÛOxg เป็นเวลา 10 นาท

ท้า'น#ลลหนิ่งครั ้ง ด้วยบัฟเฟอรี่  SET (#■ โดรล 20 เปอรี ่ เ#นล, Tris-HCl 50 มิลลิโมลารี ่  

และ NaaEDTA 50 มิลลิโมลารี ่  pH 7 . 6 )

น่าเ#ลลไปแล่แปีงที่ อุแเหกมิ -70 °#  เป็นเวลา 10 นาท ทาให้ละลายฑอแเหภมิ

65 °#  กระจายเ#ลลในบัฟเฝอรี ่  SET 2 มิลลิลิตร แล้วแล่ในอ่างน่าแอ็ง

เต้ม Lysozyme 5 มลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จานวน 0.2 มลลิลิตร และ บัฟเฟลรี่  

RNase (RNase 10 มลกรัมต่อมิลลิลิตร ในโ#เด้อมอะ5 เคท 0.1 โมลารี ่  และ Na2EDTA 

0.3 มิลลิโมลารี ่  pH7. 4 )  จำนวน 0.1 มลลิลิตร ฃ่มท่ี 37 °# โดยเปิย ่ า เบาๆ เป็นเวลา 

30 นาท

เต่ม Sodium dodecy l  s u l f a t e  25 เปอรี ่ เ#แต่  จานวน 0 .0 5  มลลิลิตร บ่มท่ี 

อุทเหภมิ 37 °# โดยเอย ่า เบาๆ เป็นเวลา 6 รัวโมง
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เติม p ro nase  2 มิลติกรัมต่อมิลติลตร จ่าแวน 0 .3  มิลติลตร และ CHC13ะ 

isoam yl a lco h o l (24 :1 ) จ่าแวน 1 .5  มิลติติตร บ่มท่ีอุท!หภูมิ 37 °ฟ้ โดยเปีย่าเบาๆ 

เป็นเวลา 15 รัวโมง

เติมนากล่ัน 1 มิลติลตร และ CHC13ะ isoam yl a lc o h o l (24 :1 ) จ่าแวน 

10 มลติติดร ปีดจุกหลอดแล้วกลับหลอดไปมาเบาๆ 5 นาท ปีนท 4 ,OOOxg นาน 20 นาท 

แล้วแรกฟ้ารละลาaรันบน มา๙กัดรัาอีก 2 ครังล้าa CHC13:isoam y l a lco h o l

น่าสำรละลายรันบนมาเติมโฟ้เลียมคลอไรติ 5 โมลาริจ่านวน 0 .2  มลติติดรและ 

เอทสานอลเป็น จ่านวน 2 เท่าซองปริมาตรทังหมด แรัท่ีอุณหภูมิ -20 “ช เป็นเวลา 10 นาที 

ต่อ aๆพันสำรโครโมโฟ้ม ล้วธแท่งแก้วแล้วน่าไปจุ่มโนเอทสานอลเป็น เนอล้าง DNA น่าหนัก 

โมเลกุลตาๆาห้หลุดออกไป

ละลายตะกอนซองโครโมโฟ้มดังกล่าวในปีฟ่ เฟ่อริ  TEN ( T r i s -HCl 10 มาติ 

โมลาร,  Na2EDTA 1 มลติโมลาร และ โฟ้ เล้อมคลอไรด 10 มลติโมลาร pH7.6) จ่านวน 

2 มลติคร ร่งมิ CHC13 0. 1  มิลติลลร เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 0ฟ้

2 .7 .2  การสํก้ดพลาสํมิดูดเอนเอโคยวสอัลคาไลน (A lk a lin e  E x tra c tio n )

คัลแปลงมาาากวสท่ีเสํนอ'โดย B irn b o is  และ Doly (1979) ใรัไนการส์กัล 

พลาสํมิคดเอ็นเอท้ังปริมาณมากและปริมาณน้อย

ในกรณซองการสํกัคเพอให้ไล้ปริมาณลีเอ็นเอมาก เพาะเลยงเชอในอาหารอุดม LB 

(B a c to try to n e  1 เปอริเฟ้นต, y e a s t  e x t r a c t  0 .5  เปอริเฟ้นติ และโฟ้เลียมคลอไรติ 

1 เปอริเฟ้นติ pH 7 .4 ) ท่ีเสํริมแอมพรัลน 50 ไมโครกรัมต่อมิลติติตร จ่านาน 100 มิลติติตร 

ท่ีอุณหภูมิ 37 °ฟ้ ปีามคน ปีนเก็บเฟ้ลลท่ี 4 ,OOOxg เป็นเวลา 10 นาที ล้างเฟ้ลลหนิ่งครั้ง 

ด้วยปีฟ่เฟ่อริ TE (T ris-H C l 10 มิลติโมลาริ และ Na^EDTA 50 มิลติโมลาริ pH 8 .0 )
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น่าเชลลิมาเตผลารละลาa S o lu tio n  I ( l y s i s  b u f f e r ;  T ris-H C l 25 

มิลลิโมลาร Na^EDTA 10 มลลิโผลาร, กลโคล 50 ผลลิโมลาร และlysozyme 2 มลลกรัม 

ต่อผลลิลิตร) จำแวน 2 มลลิลิตร ผลมให้เจ้ากัน แล้วแส่ในอ่างน่าแจ้งเป็นเวลา 1 รัวโมง 

โคฮในระaะนํ้ก็เชอ่าให้เจ้ากันบ้างเป็นครังคราว

เติมลารละลาฮ S o lu tio n  II  (โชเดยมไสดรอกไชค 0 .2  โมลาร และ SDS 

1 เปอรเลนล) จำนวน 4 ผลลิลิตร ผลมให้เจ้ากันเบาๆ 5 นาท แล้วลังฑงไว้ท่ีอุทเหภมห้อง 

เป็นเวลา 1 รัวโมง
เตผลารละลาฮ S o lu tio n  I I I  (โชเดยมอะธิเตท 3 โมลาร pH 4 .8 ) จานวน 

3 มลลิลิตร ผลมให้เจ้ากันเบาๆ แล้วตงทํ้งไว ้ านอ่างน้าแจ้ง 1 รัวโมง น่าไปปีนท่ี 4 , OOOxg 

เป็นเวลา 10 นาท แล้วน่าลารละลายรันบน มาลกัคล้วฮ phenol:CH Cl3 (1 :1 ) จำนวน 

18 มลลิลิตร โดยเปิอ่าให้เจ้ากัน ป ีน ท่ี 4 , OOOxg เป็นเวลา 5 นาที แล้วน่าลารละลาa 

รันบนมาส์กัคล้าอีกคร้ังคาa p h e n o lะCHC13

น่าลารละลา8รันบนผาลกัด phenol ออกโดยการเติมไดเอทธิลอีเธลร 5 มลลิลิตร 

แล้วเปิอ่าจนกระทั่งสำรละลายรันล่างใล Dเปตลารละลายรันบนท้ํง กำจัดไดเอทธิลอ่เฮอร 

ทั่กังเหลิอไนสำรละลาร โคaการเป๋าลมลงบนส์ารละลาa แล้วตัง ri งไว้ท่ีอุทเหภม 37 °ช เป็น 

เวลา 15 นาที

เตัมเอทสานอลเย็นจำนวน 2 เท่าป็องปริมาตรทังหมด แส่ท่ี -20 °ช เป็นเวลา 

3 รัวโมง ปีนเก็บตะกอนท่ี 4 ,OOOxg เป็นเวลา 20 นาที เทล่วนน้าใลท้ํงไป ปล่อยให้แห้ง 

โดยฑงไว้ท่ีอุท!หภมห้อง

กระจายตะกอน'ในบัฟเฟอร TE จำนวน 1 มลลิลิตร แล้วผ่านส์ารละลายท่ี'ได้ลงใน 

m icrofuge tu b e  เติม RNase ในปริมาท! 50 ไมโครกรัมต่อมลลิลิตร บ่ผท่ีอุท!หภม 37 “ล 

เป็นเวลา 1 รัวโมง
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เตมโชเลีฮมอะ?เลต 3 โมลาร จำนวน 1 ใน 10 ซองปริมาตรท้ังหมค แล้วเตม 

เอกสานอลเอ็นจำนวน 2 เท่าซองปริมาตรทังหมค น่าไปแช่ท่ีอุณหภูมิ -20 ° ช เป็นเวลา 3 

ช้าโมง ทันเก็บตะกอนตัวรความเร็ว 12,000 รอบล่อนาก เป็นเวลา 5 นาก ตัวรเครึ๋องทัน 

ไมโครเชนตริพัว TOMY MC-15 A กระจารตะกอนในm<แฟ่อริ TE จำนวน 100 ไมโครล้ลร 

เก็บท่ีอุณหภมิ -20 ° ช ความเซ้มซนซองพลๆ๙'มลคเอ็นเอจะมประมาณ 250 นาโนกรัมล่อ 

ไมโครลิตรสำหรับพลาสํมิล PBR322 และจะมีความเซ้มซ้นประมาณ 1000 นาโนกรัมล่อ 

ไมโครล้ตร สำหรับพลาสํมิค pUC18 และ PSE411 รวมทังอนุพันส

ในกรณซองการสํกัคพลาสํมิคลีเอ็นเอปริมาณน้อร (M in i-p re p a ra tio n )  จะใช้ 

ปริมาณเชลลที่เพาะเลํ้อง 1 มิลล้ลิตร สํวนริสการชอัคกุกซ้นตอนเหมือนการชกคพลาส์มิค 

ลีเอ็นเอปริมาท!มาก และใช้ S o lu tio n  I :  S o lu tio n  I I :  S o lu tio n  I I I  ในอัตราสํวน 

100 : 200 ะ 150 ไมโครลิตรลามสำคับ โครไม่มิซนลอนการเตม RNase 50 มิลลิกรัม 

ล่อมิลลิลิตร

เมอตกตะกอนลีเอ็นเอตัวรเอกสานอลเอ็นแล้วกระจารตะกอนในทันแฟอริ TE ท่ีพสํม 

RNase 50 นาโนกรัมล่อมิลลิลิตร จำนวน 20 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °ช เป็นเวลา 

1 ช้วโมง จงเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 ๐ช โคฮวสนความเซ้มซ้นซองพล'าล'มิลลีเอ็นเอ ประมาณ 300 

นาโนกรัมล่อไมโครลิตร ส่าหรับพลาส์มิค PÜC18 และ PSE411 รวมทังอนุพันส

การวัคปริมาณลีเอ็นเอจะวัคออ่างคร่าวๆ โครการเปริรบเกรบความเซ้มซองแทบ 

ลีเอ็นเอ ที่ปรากฎบนอะกาโรสํเจลอิเลคโตรโนเริ?สํกับลีเอ็นเอพาลรฐาน

2.8 การย่อรลีเอ็นเอตัวรเอน,ไชมิ R e s t r ic t io n  endonuclease

ลภาวะในการอ่อรลีเอนเอออ่างส์มบรณตัวร r e s t r i c t i o n  endo nu clease

ไตัสิกษาโครบริษัก New England B io lab  พบว่าทัจจัอสำคัญท่ีมิผลต่อการฮ่อ aลีเอ็นเอ

คอความเซ้มซ้นซองโชเลีรมคลอไรค (A usuble และคณะ, 1989) ในงานวจัฮครังน,ใช้
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บัฟ่๗ อริในการย่อยดีเอ็นเอเพรงชนิดเดีรวที่ประกอบค้วฮ T ris-H C l 5 นิลลิโมลาริ pH

7 .5 , แมกนิเข้รมคลอไรดี 1 นิลลโมลาร และ BSA 10 ไมโดรกรัมต่อนิลลิลิตร และใช้

เอ็นเอปริมาณ 0 .5  ไมโดรกรัม ใน r e a c t io n  m ix tu re  20 ไมโดรลิตร เลิอกดวาม

เข้มข้นปีองโชเดีรมคลอไรดีสำหรับเรชติกข้นเอนไชมแต่ละชนิดตามท่ีแชดงไว้ในภาคผนวกท่ี 4 

และในกรแรท่ีทำ double  d ig e s t io n  จะเลือกความเข้มข้นปีองโชเดียมคลอไรดีที่เอนไชม

ท้ังชองชนิดทำงานไค้ดี สำหรับ Kpnl, Hpal และ Seal ตามลำดับจะเพิ่มโปแตส์เข้รม

คลอไรดีในปริมาท! 50 นิลลิโมลาริ เฬอช่วรให้ทำงานไค้ดีปีน

เรชติกข้นเอนไชมแต่ละชนิดจะใช้ในปริมาท! 5 หน่วย ต่อ r e a c t io n  m ix tu re  

ในกรท!การทำ double  d ig e s t io n  กใช้เอนไชมอร่างละ 5 หน่วร ต่อ re a c t io n

m ix tu re  เช่นกัน

บ่มท่ีฮุท!หภูม 37 °ช ข้ามดีน แล้วหยุดปฎกริราโดยการเติม t r a c k in g  dye

(g ly c e ro l  50 เปอริเชนต, bromphenol b lu e  0 .1  เปอริเชนต และ Xylene 

cyanol FF 0 .1  เปอริเชนต) จำนวน 5 ไมโครลิตร

2.9 อะกาโรชเจลอเลดโตรโฟริข้ช

การวิเคราะห้ปริมาก!และปีนาลปีองข้นดีเอ็นเอ ทำไค้โดรใช้ subm arine h o r i  

z o n ta l  g e l e le c t r o p h o r e s is  ปีองอะกาโรชเจล 0 .7 -1 .5  เปอริเชนต ข้งเตริธมใน 

บัฟ่เฟ่อริ TBE (T ris-H C l 89 นิลลิโมลาริ, b o r ic  a c id  89 นิลลิโมลาริ และ NaeEDTA

2.5  นิลลิโมลาริ pH 8 .3 ) และใสํดีเอ็นเอประมาท! 500 นาโนกรัมต่อหนิ่งช่องเจล โดฮ 

เจลมปีนาด 100 X 90 X 6 นิลลิเมตร ทำอเลคโตรโฟริข้ช 80 โวลดี นานประมาก! 3 

ข้วโมง ในบัฟ่เฟ่อริ TBE โดยเดลอนจากปีวลบไปปีวบวก และใช้ t r a c k in g  dye เป็นตัว 

ติดตาม นำเจลมาย้อมโดยแช่ใน e th id ium  bromide เข้มข้น 0 .5  ไมโครกรัมต่อนิลลิลิตร
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นาน 30 นาที แล้วเ๗นากลั่นเป็นเวลาประมาณ 1 รัวโมง นำเจลมาส่องดูแถบด้เอ็นเอภาย 

ใต้แชงอุลตราไวโอเลตจาก uv t r a n s i l lu m in a to r  UVP แล้วเปริaบเทียบปีนาดและ 

ปริมาทเกับแถบดเอ็นเฮมาตรฐาน

2.10 การทา m o lecu la r c lo n in g  ปีอง CGTase gene ในพลาชมิด PBR322

2 .1 0 .1  การเตร ิaมุตเอ็นเอที่เหมาะลมส่าห รับ c lo n in g  จากโครโมโชมจาก 

B a c i l l u s  A. 1
นาโครโมโชมจาก B a c i l l u s  A 1 1 มาร่อยด้วยเรชตักรันเอนไชม Sau3AI แบบ 

p a r t i a l  d ig e s t io n  ทีเวลาต่างๆกัน จากน้ันนำ d ig e s t io n  m ix tu re  มาตรวจชอบ 

คัวa อะกาโรส์เจลอเลคโตรโฟรีสิช นำเจลไปย้อมใน e th id iu m  brom ide แล้วส่องดูแถบ 

รันดเอ็นเอภายไคัแชงอุลตราไวโอเลต ตัดเจลทีมรินตเอ็นเอลามปินาลตั้งแต่ 2 kb ปีนไป 

มาแยกและท่าให้ด้เอ็นเอบริชุทธิโดยวส e le c t r o e lu t io n  โดยนำเจลทีตัดออกมาใส่ถุง 

ไดอะไลริช ( d i a ly s i s  bag) เตมบัฟเฟ่อร TE จำนวน 0 .45  ลิลลิลิตร แล้วนำมาท่า 

อเลดโครโฟริชชต่อประมาai 30 นาที จากนันกลับปีาไฟห้าท่าอิเลคโตรโฟรีชีชจากปิวบวก ( + ) 

ไปปีวลบ ( - )  ต่ออกประมาทเ 5 นาที

ตดชารละลายในถุงไตอะไลชชใช่ใน m ic ro c e n tr ifu g e  tube เตัมโชเดยม 

อะชเลต 3 โมลาร์ จานวน 45 ไมโครล้ลร แล้วชกัดด้าย phenol:CH Cl3 (1 ะ 1> แยก 

ส์ารละลายรันบนมาชกัดเอา phenol ทีปนอฮ่ออก โดยการเตมไดเอธิลอเสอรจำนวน 0 .5  

มิลลิลิลรเปีย่าจนกระทั่งชารละลายรันล่างใช ปีเปลชารละลายรันบนฑ้ํง กำจัดไดเอธิลอเสอริ 

ทียังเหลอในชารละลาย โดยการเม่าลมลงบนชารละลาย และต้ังฑ้ํงไว้ทีอุทเหภุม 37 °ช เป็น 

เวลา 15 นาที
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เลิมเอสานอลเอ็นจำนวน 2 เท่าปีองปริมาผท้ังหมอ แช่ก่ีอุ»หภุมิ -20 ๐ช ร้ามอน 

ปีนเก็บตะกอนri 12,000 รอบต่อนาก็ เก็นเวลา 5 นาก็ อ้วรเตรองไมโอรเชนลิลิว T0MY 

MC-15 A กระจาร«ะกอน'ในบัฟเฟ่อร TE จำนวน 20 ไมโอรลิตร เก็บก่ีอุผหภุมิ -20 '’ช

2 .1 0 .2  วิสเอรีธม a lk a l in e  p h o sp h a ta s e - tre a te d , p lasm id  PBR322

นำพลานํมิอ PBR322 มาร่อรอ้วอเรนํลิกร้นเอนไชม BamHI แล้วนำ d ig e s t io n  

« ix tu r e  มาตรวจนํอบอ้วรอะกาโรนํ Iจลลิ เลอโตรโฟ่ร ้ร ้นํ  ล้อเจลกี ่มร้นต เอ ็น เอธองพลานํมิล 

PBR322 มาแรกร ้นอ ี เอ ็นเอออกจากฮะกาโรนํ เจล โอรวิสี  E le c t r o e lu t io n  จากนั ้นนำมา 

กำจ้อหมู ่ ฟ่อนํเฟ่ตกี ่ปลาร 5 /  อ ้วรเอนไชม c a l f  i n t e s t i n e  p h o sp h a tase  (CIP) โอฮ  

ใน r e a c t io n  n ix tu r e  จำนวน 50 ไมโอรล้ตร ประกอบอ้วรอี เอ ็นเอ 0 .5  ไ» โอ ร ก ร ม ,  

ล้งกะสิอลอไรอ 1 มลลิ โมลาร และ CIP 1 หน่วฮ บ่มกี่ อุ»หภุม 37 ° ช เก ็น เวลา 1 ? วโมง  

เตมโชเอ ีรมอะ?เตต 3 โมลา ร  จำนวน 5 ไมโอรลิตร แล้วนำมานํกัอล้วร phenol:CH Cl3 

( 1 : 1 )  จำนวน 100 ไมโอรลิตร โอธเป ีร ่ า ใบ ้ เร ้ าก ัน  ปีนก่ี 1 0 , 0 0 0  รอบพ่อนาก็ เก ็น เวลา  

3 นาก็  นำนำรละลารร้นบนมานํกัอร้ า อ้วอ phenol:CH Cl3 ( 1 : 1 )  อกอรั ้ง

นำนำรละลารร้นบนมานํกัอเอา phenol ออก โอรการเดิมไอเอสลอเสอร จำนวน 

100 ไมโอรลิตร แล้วเชร่าจนกระทั้งนำรละลารร้นล่างในํ ปีเปตนำรละลารร้นบนฑ้ํง กำจ้อ 

ไอเอสลอเสอรกี่รังเหลออร, แล้วเอมเอสานอลเอ็นจำนวน 2 เท่ารองปรมากเทงหมอ แช่ก่ี

อุawภม -20 “ช ร้ามอน ปีนเก็บตะกอนก่ี 12,000 รอบพ่อนาก็ เก็นเวลา 5 นาก็ อ้วร

เอรองไมโตรเชนลิลิว TOMY MC-15 A กระจารตะกอน'ในบัฟ่เฟ่อร์ TE จำนวน 20

ไมโตรลิตร เก็บก่ีอุ»หภุม -20 °ช

2 .1 0 .3  วิสีเอ็อ»พ่อนำรอีเอ็นเอ ( l i g a t io n )

นำร้นอีเอ็นเอชองโตรโ»โชมจอง B a c i l l u s  \ 1 1(ร้อ 2 .1 0 .1 )  และร้แอีเอ็นเอ 

ชองพลานํมอ PBR322 (จ้อ 2 .1 0 .2 )  มาพนํมกันในอัตราล่วนจองโมลอีเอ็นเอพาหะ พ่อโมล



4 9

ปีอง«เอ็นเอปีองโครโมโชมเก่ากับ 1ะ3 (ประมา# 0 .2 5 :0 .7 5  ไมโครกรัม รามรำคับ ถ้า 

ประมา«ไค้ว่าปีนาดปีองรันค้เอ็นเอกี่ค้องการโคลนโคอเฉลี่ฮมปีนาดเท่ากับค้เอ็นพาหะ) โครใน 

re a c t io n  m ix tu re  จำนวน 10 ไมโครลิตร จะประกรบค้วอ T ris-H C l 50 มลลิโมราร, 

d i t h i o t h r e i t o l  10 มิลลิโมราร, BSA 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร, ATP 1 มิลลิโมราร 

และ T4-DNA l ig a s e  1 หน่วอ บ่มก่ีอุ«หภุม 15 ๐ช เป็นเวลา 15 รัวโมง แล้วนำไปบ่า 

กราน๗ 0รเมรัน ( tra n s fo rm a tio n )  ต่อไป

2 .1 0 .4  วถ้การบ่ากรานลฟอรเมรัน ( t ra n s fo rm a tio n )

แบ่งเป็น 2 ปีนคอน ค้อ

2 .1 0 .4 .1  การเดรัรม com petent c e l l

คัดแปลงจากวสกี่เชนอโคอ Mande1 และ Higa (1970) โคอการใรันคลเรัอม

คลอไรค้ (CaClE method) ปรับรํภาพน(ลลี่เจ้าเรัอน รังจะก่อให้เกด p e rm e a b ili ty  ก่ี 

พนังเชลล่ี รังเรัอกว่า com petent c e l l

เจรัฤแชลลี่เจ้าเรัอน ธ .  c o l i  s t r a i n  HB101 ในอาหารเลองเ^อ LB, 

pH 7 .4  จำนวน 1 มลลิลิตร ก่ีอุ«หภุม 37 °ช ปีามค้น เนอใช้เป็นเชลลี่ตั้งค้น ( s t a r t e r )  

คูคเชลลี่ตั้งค้น 100 ไมโครลิคร ใรำนราหารเลองเ^อ LB b ro th  ปรัมาตร 10 มลลิลิตร

บ่มก่ีอ«หภุม 37 °ช เป็นเวลา 2-3 รัวโมง (ODs 50 ประมา# 0 .5 -0 .6 )  นำปีวคก่ีบรรจุ 

เ^อออุ่ไปนรัในอ่างน่ิานปีงนาน 5 นาท แล้วปันเก็บเชลลี่กี่ 4 , OOOXg เป็นเวลา 10 นาท

ล้างเชลลี่หนิ่งครั้งค้วอแคลเรัอมคลอไร«เอ็น 0 .01 โมลารั้ ปันเก็บเชลลี่อกครั้งก่อนกี่จะ

กระจาอเชลลานแคลเรัอมคลอไรดเอ็น 0 .1  โมลาร จำนวน 0 .6 -0 .7  มลลิลิตร แรัานอ่าง 

นิ่าแปีงเป็นเวลา 1 รัวโมง ก่อนนำไปบ่ากรานรํฟ่อรเมรัน
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2 .1 0 .4 .2  ทา?ฑำฑรานฝัฟอ4 1

ผฟ้ม com petent c e l l  จำนวน 100 ไมโครลิตร กับตเอ็นเอปริพา» 50

นาโนกรัน จากจ้อ 2 .1 0 .3  (ปริมาทi 5 ไมโครลิตร จาก l ig a t i o n  « ix tu r e )  แจ้ใน

อ่างนานจ้งเอ็นเวคา 30 นาท น»ะท่ีคุผหภูมิ 42 °ช เอ็นเวลา 5 นาท เตมอาหาร 

เลฮงเ![อ LB ปริมาตร 100 ไมโครลิตร นำไปบ่มท่ีอ»หภูมิ 37 ‘’ช ทันท เอ็นเวลา lo 

i s  นาก ในกร»ท่ีทคฟ้อบความฟ้ามารถานการต้านราปฎจ้วนะ แฮมพรลินปีองทรานฟ้นเอริแมนท่ี

(tra n fo rm a n t)  หริอบ่มเอ็นเวลา 1 ร่วโมงานกร»ท่ีฑตฟ้อบต้วฮฮาปฎิรวนะ ช น ัตอนๆ

กระจารเร้อจำนวน 100 ไมโครลิตร บน LB-agar ท่ีเฟ้ริมฮาปฎจ้วนะแอมพรลิน 

ในปริมา» 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร แล้วบ่มทอ»หภูม 37 “ช เอ็นเวลา 24 ร่วโมง

จากน้ันอ็ทำการIลิอกเต้นหาทรานฟ้ฟ่อริแมนท่ีท่ีแฟ้ตงแอคลิวตธองเอนไชม CGTase ต่อไป

2 .1 0 .5  การจำแนกและตัตเลอกฑรานฟ้ฟอริแมนท่ีท่ีไต้รัน CGTase gene

2 .1 0 .5 .1  R e p lica  p la t in g

จากหลักการ in s e r t io n  in a c t iv a t io n  โตฮเมอเร่อมต่อร้นตเอ็นเอปิอง 

โครโมโชมเจ้าไปในฮีนที่ทำให้ตํ้อฮาปฎรวนะเคตร้าโ/รคลิน ท่ีตำแหน่ง BaœHI ธอง«ลาฟ้มิต 

PBR322 จะทำให้คุ»ฟ้มบัลิในการต้านราปฎิรวนะเตตร้าโ/รคลินเลิรไป จงฟ้ามารถคัตเลิอก

ทรานฟ้ฟอริแมนท่ีท่ีไต้รับริ«อมบแนนท่ีพลาฟ้มิต โตรเร่รเร้อที่ไต้จากจ้อ 2 .1 0 .4  แต่ละโคโลนํ 

บนอาหารแจ้ง LB-agar 2 จาน โตรในจานท่ี แฟ้ริมฮาปฎิรวนะนอมพรลินและเตตร้าโ/ร«ลิน 

ในปริมา» 50 และ 12.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำตับ และในจานท่ี 2 จะเฟ้ริม

ฮาปฎิรวนะแอมพิรลินานปริมา» 50 ไมโครกรัมต่อมลลิลิตรเท่าน้ัน จานท้ังฟ้องต้องทำ

เคริองหมาราห้ตรงกัน บ่มท่ีอ»หภูมิ 37 °ช เอ็นเวลา 24 ร่วโมง ร่งวิสการตังกล่าวนั้

เรฮกว่า r e p l i c a  p la t in g  นับจำนวนโคโลนท้ังหมตท่ีเจริฤ!ไต้จากการทำทรานฟ้ฟ่อริเมร่น
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เปอรเชนตรองการเกิดรีดอมนินนนฑพลาช«ล ( % i n s e r t i o n  o r % recom bin ation ) 

คัดเลอกกราน๗ อรนมนกท่ีล้านราปฎม่วนะนอมพัรคัน นด่ไม่ล้านธาIดดร้ารอดคัน (A p 'T e t'1)

2 .1 0 .5 .2  s ta r c h  H y d ro ly tic  A c t iv i ty  (A m ylo ly tic  A c tiv i ty )

เป็นการวัดการไฮโดรไลชพัน!!ะ ot-1, 4 g ly c o s id ic  ปีองแป้งโดอเดนไชพ

จะอ่ออโมเลกุลปีองแป้งให้มีปีนาดเล็กลง ทำให้การเกัดดีกับส์ารละลารไอโอดีนเปลี่ฮนไปดีอ

เปลอนจากดีนาเงนเปิมเ ป็นไม่มดี การวัดแอดติวัดีปีองเอนไชม่ล้วอวม่นไม่มดวามจำเพาะต่อ

เอนไชม่ CGTase เนี่องจากเอนไชม่อนๆร่งชามารถไฮโดรไลม่พัน!!ะ OC-1, 4 g ly c o s id ic  

เม่น a-am y lase  ก็ให้พกเม่นเดีอวกัน

เปิอเ^อที่คัดเลอกจากปีอ 2 .1 0 .5 .1  ร่งมดุ»ส์มบัติ Ap^Tet“ ลงชน L B -sta rch  

a g a r , pH 7 .4  (B a c to try p to n e  1 เปอรเชนต, y e a s t  e x t r a c t  0 .5  เปอรเชนด, 

โชเดีอมดลอไรดี 1 เปอรเชนดี, Bacto ag ar 1 .5  เปอรเชนดี และ s o lu b le  s ta r c h

1 .5  เปอรเชนต) ท่ีเชรัมอาปป็ม่วนะนอมพัรคันในปรมา» 50 ไมโดรกรัมต่อมลคัคัดร บ่มท่ี 

อุลเหภุม 37 °ช เป็นเวลา 60 ร่วโมง แล้วเติมชารละลาอไอโอดีน (ไอโอดีน 0 .203 

เปอรเชนดี และ โปนตชเม่อมไอโอไดดี 5 .202 เปอรเชนดี) ลงบนจานอาหารเลํ้องเ tfa

พัจาร»าวงใชที่เกัดปีนรอบโดโลน

2 .1 0 .5 .3  Phenol red  in c lu t io n  complex t e s t  (PICT)

รัดแปลงจากวสปีอง Park และด»ะ (1989)

นำโดโลนท่ีาห้พลบวก ( p o s i t iv e  t e s t )  ต่อการกดชอบคัวอชารละลาอไอโอดีน 

จากปีอ 2 .1 0 .5 .2  มาทดชอบล้วอ PICT ต่อ โดอเพาะเลองในอาหารเลํ้องเ![อ Phenol 

red -m ethy l orange c o n ta in in g  l iq u id  medium (PM medium, pH 7 .4 ) 

รงประกอบล้วอ B a c to try p to n e  1 เปอรเชนดี, y e a s t  e x t r a c t  0 .5  เปอร้เชนดี,
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โชเ«ธมคลอไรต 1 เปอริเชนต, s o lu b le  s ta r c h  1 เป0ริเชน», phenol red  0 .02 

เปอริเชนต และ a e th y l  orange 0 .01 เปอริเชนต้ และเสํริมราปอิช้วนะแอมหิรลิน

ในปริมา£B 50 ไมโอรกรัมร่อมลลลิตร บ่มก่ีอุณฬภูม 37 °ช จำนวน 5 ม้ลลิลิตรในหลอตกตลอง 

ผลการทตลองก่ีแสํตงผลบวกต้อ ลิใเองอาหารเลํ้รงเ$อจะเปลรน'ตากสินตงเใ}นลิเหลิอง ก้ังน้ํ

เนองจากส์าร CDs กี่เกัตจากการทำงานรองเอน'ไชม CGTase จะจับกับ phenol red  เกัต 

เป็น CD-phenol red  co ap lex  ร่งไม่ม้ลิ ลิปีองอาหารเลธงเ^อจังเกิตจากลิธอง a e th y l  

orange ช้งม้ขนา«ไม่เหมาะกี่จะจับกับ CDs นอกจากน้ํ a e th y l  o range รังใช้เป็นตัว$ 

ว่าการเปลี่รนลิธองอาหารเลํ้รงเ i[อไม่ไต้เกัตจากสํภาวะก่ีเป็นกรตร่งเกัตจากการร่อรแปีง!]อง 

นบตกัเรัร กล่าวต้อถ้าเกัตสํภาวะกี่เป็นกรตปินแม้ว่า phenol red  จะเปลธนเป็นลิเหลิอง

แร่ a e th y l  orange กี่จะเปลี่อนลิเป็นลิแ«งมาเสํริม

2 .1 0 .5 .4  C y c lo d e x tr in - t r ic h lo r o e th y le n e  a ssay  (CD-TCE assay ) 

ต้ตแปลงจากว!?!]อง Noaoto และค{แะ (1984) เป็นการวัตปริมา{น!เองสำร CDs

กี่เกัตจากการกำงานอองเอนไชม CGTase จังเป็นการวัตแอตตวต้อองเอนไชม่ CGTase

โตฮตรง และใช้ว!?นํ้านการเตริธมส์าร CDs ต้วร

นำโคโลนกี่ให้ผลบวกร่อการกตสํอบต้วรสำรละลารไอโอต้น และ PICT จากออ

2 .1 0 .5 .3  มาทตสํอบ CD-TCE assay  ร่อ โตฮเพาะ เลธงในอาหารเลํ้รงเใ[อ L B -sta rch  

b ro th , pH 7 .4  (B a c to try p to n e  1 เปอริเชนต้, y e a s t  e x t r a c t  0 .5  เปอริเชนต้, 

โชเต้ธมคลอไรต้ 1 เปอริเชนต้, และ s o lu b le  s t a r c h  แปอริเชนต้) จำนวน 100 

ม้ลลิลิตร บ่มก่ีอุ{นหภูมิ 37 “ช เป็นเวลา 72 ช้วโมง นำนาเลรงเ![อมาช่นเกี่บลิวนใสํ (S1) 

เพอใช้เป็นสำรละลารเอนไชม่ร่อไป

เจัอจางสำรละลาอเอนไชม่านอัตราลิวนร่างๆ (1 :2 , 1 :4 , 1 : 8 , . . . )  ต้วธ 

ฟ่อสํเฟ่ตบัฟ่เฟ่อริ 0 .2  โมลาริ, pH 6 .0  แล้วผสํมสำรละลาอเอนไชม่เจัอจาง 1 ม้ลลิลิตร 

กันฟ่อสํเฟ่ตบัฟ่เฟ่อริ 0 .2  โมลาริ, pH 6 .0  ก่ีม้แม้งม้นลิาปะหลัง 2 เปอริเชนต้ ปรินา{น
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5 บัลลลตา ให้เช้ากัน บ่มท่ีอุ»พภุบั 40 °ช เห็นเวลา 24 ช้วโมง เติมสำรaะลาร 

t r ic h lo r o e th y le n e  เธร่าอร่างนรงตั้งฑํ้งไว้ที่อุ»หภุบัห้องในที่มดประมา» 12 ช้าโมง

บันกักผลกาาเกัaตะก8น CD-TCE co ap lex  เปนค่า d i l u t i o n  l i a i t  (1 :2 " )  นำตะก8น 

ที่ไต้ไปละลาอในนากลั่นปร้มาตาเล็กน้อร ต้มใน w ater b a th  อุ»หภุบั 100 °ช แล้วกาอง 

ต้วรกระดาษกาอง m i l l ip o r e  (0 .45  Mm) ก่อนนำไปาเดาาะห็ต้วร HPLC

กำหนตใพ้ d i lu t io n  l i a i t  (1 :2 " )  ต้อ 1 :2 , 1 :4 , 1 : 8 , . . . , 1 : 2 "  เห็น 

ค่าที่สำาละลารเอนไชมเจอจางมากที่สํดที่รังกังเกดเห็นตะกอนที่เกดธํ้นไต้

2 .11 กาาโตลนรนต18 เนอง (su b c lo n in g ) จอง CGTase gene ในพลาสํบัต PUC18

ใช้หลักการ in s e r t io n  in a c t iv a t io n  ปีองเอนไชม p -g a la c to s id a s e  โตร 

เมอเรัอมต่อช้นต้เล็นเอปีองโดาโมโชมเช้าไปใน l a c  z '  gene รังถอดรหัสํให้สํวน «-

p e p tid e  ทางปลาร N -te rm in a l ปีองเอนไชม p -g a la c to s id a s e  ในตำแหน่ง 

r e s t r i c t i o n  s i t e  BaaHI บนพลาสํบัด pUC18 ทำให้ไม่มการ๙ร้างสํวน o -p e p tid e

ท่ีจะรวมกับปลาร c - t e r a i n a l  ธองเอนไชม p -g a la c to s id a s e  ที่ส์ร้างจากเชลล 

เจ้าเร้อนทำให้ไม่ม่ a c t iv e  p -g a la c to s id a s e  มาร่อร X -gal รงเปน s u b s t r a te  

analogue ธอง g a la c to s e  รังท้าภุกร่อรแล้วจะให้กันาเงิน ทาานส์ฟ่อร้แมนกท่ีไต้รับ

ร้ดอมบัแนนท่ีพลาสํบัดจ้งมโดโลน่กัปีาว ธ»ะท่ีทรานสํฟ่อาแมนฑท่ีไต้รับพลาส์บัด PÜC18 จะให้

โตโลน่กันาเงิน

นำร้ดอมบันนนท่ีพลาสํบั«ท่ีสํร้างธ้ํนใหม่ใน ช้อ 2 .10 มาร่อรต้วรเรสํติกช้นเอนไชม่ 

Sau3AI แบบ p a r t i a l  d ig e s t io n  แล้วนำ d ig e s t io n  a ix tu r e  มาว ้เตราะห็ต้วอ

อะกาโาสํเจลอเลตโตาโฟ่าช้สํ เลอกตัดอะกาโาสํเจลที่มีช้นต้เล็นเอธนาด 2-4 kb นำมา

แรกร้นดเล็นเอออกจากอะกาโรสํเจลต้วฮวส e le c t r o e lu t io n  เนอนำร้นต้เล็นเอที่ไต้
ไปทำ l ig a t io n  ต่อไป
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ภารหลังจากเ ท่ีอ«ร้นดี เอนเอจากริคอมบนนนท่ีหลาชมกท่ีชร้างขนใหม่ประมา» 150 

นาโนกร» กับหลาชมก pUCie ท่ีกุกร่อรก้วร BamHI และกุกกำจั«หมู่ฟ่อชเฟ่«ท่ีปลาร ร7 

ประมาณ 50 นาโนกรัม แร้วนำ l ig a t io n  B ix tu re  มากรานชฟ่อริมเจ้า E .  c o l i  

s t r a i n  JM101 กระจารเข!อบน LB-agar ท่ีเชริมราปฎสิวนะแอมพจ้ลัน, X -gal (5 - 

b ro œ o -4 -c h lo ro -3 - in d o ly l-0 -D -g a la c to s id e )  แระ IPTG ( is o p ro p y l th io -p -  

g a la c to s id e )  ในปริมา» 50, 20 และ 25 ไมโครกรัมก่อมลลัลัตร ตามรำลับ บ่มท่ี8»หกุมิ 

37 ° if เป็นเวลา 24 จ้วโมง นับจำนวนโคโลนัท้ังหมกท่ีเจริฤเโก้ (ท้ังโคโลนัสิขาวนละ 

โคโลนัสินาเงิน) เกรบกับจำนวนโคโลนัของกรานชฟ่อริแมนกท่ีมสิขาวIพอหาIปอริเชน«ของ 

การเกักริตอมบแนนฑก้เอ็นเอ ลักเลอกกรานสํฟ่อริแมนกท่ีนัโคโลนัสิขาว

โคโลนัสิขาวจะกุกนำโปก«ชอบก้วรชารละลารโอโอกน, PICT และ CD-TCE 

assay  (จ้อ 2 .1 0 .5 .2 ,  2 .1 0 .5 .3  และ 2 .1 0 .5 .4 )  เพอลักเลัอกหากรานชฟ่อริแมนก 

ที่แชกงแอค«ริตของla นโชม CGTase ตะกอนท่ีโก้จากรินั CD-TCE assay  จะกุกนำโป 

ริเคราะหก้วอ HPLC ก่อโป

ในการสิก»าถงอกสหลของ IPTG ที่มต่อการแชคงแอค«ริ«ของเอนโชม CGTase 

กำไก้โกรนำกรานชฟ่อริน»นกกนัแฮคตริ«ของเอนโชม CGTase มาเจริฤเใน PM aediuiB 

ที่โม่เชริมนละเชริม IPTG ในปริมา» 25 โมโครกรัมก่อมิลลัลักร บ่มท่ีอ»หภมิ 37 °ช แร้ว 

ลังเก«การเปลรนแปลงของสิอาหารเลํ้รงเ î?อ Iปริรบเกรบกันระหว่างหลอกเลํ้รงเ^อที่เสํริม 

และไม่เชริม IPTG โตรพจาร»าว่าหลอ«เลํ้รงเ1เฮที่มการเปลี่รนสิของอาหารเลํ้รงเ^อจาก 

สินกงเป็นสิเหลองที่ท'กเจนกว่าแชตงว่ามการแชกงแอค«ริ«ของเอนโชม่ CGTase นากกว่า
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2.12 ทารโอลนอนพ่อเนอง (su b c lo n in g ) จอง CGTase gene ในพลานํมต pSE411

นำริออมบนนนฑพลานํม«ท่ีนํร้างธ้ํนานร้อ 2.10 มาอ่aอร้วรเน(รกร้นlaw'1ชม P s t l  

และ Kpnl แล้วนำ d ig e s t io n  m ix tu re  มาริเอราะหร้วออะกาโรนํเจลอเลอโตรโฟ่ริรนํ 

เลอกตั«0ะกาโรนํเจลที่มรนอIอ็นLaปีa ง in s e r te d  DNA fragm ent ในพลานํมิต PUC18 

นำมาแอกรนตเอนเอออกจากอะกาโรนํเจลร้วอริสี e le c t r o e lu t io n  เพอนำรน«เอนเอที่

ไร้ไปทำ l ig a t io n  ต่อไป

หลังจากเร่อมร้นรีเอ็นเอประมาทร 75 นาโนกรัม กับ พลานํมต PSE411 ประมาท! 

25 นาโนกรัม เร้าไปในต่าแหน่ง P s t l  และ Kpnl บนพลานํมิต PSE411 แล้วทรานนํฟอรม 

เร ้า  E .  c o l i  s t r a i n  HB101 กระจาอเร่อบน LB-agar ท่ีเนํริมอาปป็รวนะแอ»พิรลัน 

ในปร้มาทเ 50 ไมโตรกรัมต่อมิลลัลัตร บ่มท่ีอุทเหภุมิ 37 °ช เป็นเวลา 24 ร่าโมง เลอก

ทรานนํฟ่อร้นมนท่ีท่ีฟ้ามารทเจริเ1ไร้แบบส่พ มาทตนํอบนออตริตทองเอนไชม CGTase ต่อไป

นำทรานนํฟ่อริแมนท่ีท่ีไร้มาฑตนํอบร้วอนำรละลาอไอโอ«น, PICT และ CD-TCE 

assay  (ท้อ 2 .1 0 .5 .2 ,  2 .1 0 .5 .3  และ 2 .1 0 .5 .4 )  เพอตัตเลัอกหาทรานนํฟ่อริแมนท

ท่ีแนํองแออตริตรองเอนไชม CGTase ตะกอนท่ีไร้จากวสี CD-TCE assay  จะกุกนำไป

ริเอราะหร้วอ HPLC ต่อไป

2.13 ร้กttาบริเวท!ต่างๆท่ีเอน'ไชม CGTase กระจาอออุ่ในเชลลจอง E .  c o l i

อัอแปลงจากวสีทอง Noœoto และอทเะ (1984) เป็นการวัตปริมาท!ทองนำร CDs 

ที่เกั«จากการทำงานทองเอนไชม CGTase จงเป็นการวัตนอตตริตทองเอนไชม CGTase 

โตอตรง และาร้ริสีนํ้ในการเตริอมนำร CDs ร้วอ

เพาะเลองเร่อในอาหารเลองเร่อ L B -strach  b ro th , pH 7 .4  บ่มท่ีอทเหภุม 

37 “ช เป็นเวลา 72 ร่วโมง นำนั้าเลองเร่อมาปีนเก็บส่วนานํ (S1) ท 4 , OOOXg เป็น 

เวลา 10 นาท ใร้เป็นนำรละลารเอนไชม ( e x t r a c e l lu l a r  enzyme) จากน้ันนำเชลล
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กี่ไต้จากการปีน«าบ่«กับ S o lu tio n  I (T ris-H C l 25 มิลลิโ«ลาร pH 8 .0 , Na£EDTA 

10 มิลลิโ«ลาร, กลโตฟ้ 50 มิลลิโ«ลาร นละ lysozym e 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) 

จำนวน 2 มิลลิลิตร บ่«ก่ีอุทรหภูมิ 0 °ช เป็นเวลา 2-3 ลั่วโ«ง แล้วจงนำ«าปินอกตรั้งทนิ่งกี่ 

4 ,OOOXg เป็นเวลา 10 นาก เก็บล้วนใ๙ (S2 หรก p e r ip la s m ic  enzyme) และ เชลล 

(PC) เพอาอ้เป็นฟ้ารละลาอเอนไช«ต่อไป แพนภูมิโ«อฟ้รุปในการเตริอ«ฟ้ารละลาอเอนไช» 

แฟ้ตงานรุปก่ี 11

เจอจางฟ้ารละลาอเอนไช»จากล้วนนำเลํ้อง (S 1 ), ล้วนออง su p e rn a te  (S2) 

และ ทั้งเชลลิ (PC) านอัตราล้วนต่างๆ (1 :2 , 1 :4 , 1 : 8 , . . . )  «วอฟ่อฟ้เฟ่ลปีฟ่เฟ่อร

0 .2  โ«ลาร pH 6 .0  แล้วพฟ้«ฟ้ารละลาอเอนไช«เจอจาง 0 .5  มิลลิลิตร กับฟ่อฟ้เฟ่ต

บัฟ่เฟ่อร 0 .2  โ«ลาร pH 6 .0  ก่ี»นปีงมันล้าปะหลัง 3 เปอรเชนต ปริ«าแ1 2 มิลลิลิตร

าห้เอ้ากันบ่มก่ีอแเหภูมิ 40 °ช เป็นเวลา 24 ลั่วโ«ง จากนั้นนำไปริเตราะหผลิตภั«ฑกี่เกตอน 

ด้วอ HPLC

2.14 การริเฅราะหผลิตภัทเฑไชโตลเตกชกรินต้วอ High P e rfo ra an c e  L iq u id  

Chromatography (HPLC)

2 .1 4 .1  การเตริอ»ฟ้ารละลาอ»าตร3 าน

ฟ้ารละลาอพาตรฐานกี่าช้ประกอบต้วอ g lu c o se , m a lto se , m a l to t r io s e ,  

m a l to te t ra o s e ,  m a lto p en tao se , m alto h ex aose , a -  , p- และ 8-CD ตา»ลำตับ 

ตวา«เอ้»อ้น 5 มิลลิกร»ต่อ«ลลิลิตร ในน้ัากล่ัน
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C ell C u ltu re  ใน L B -sta rch  b ro th ,  100 มิลลลตร

- -  37 “ช, 72 if ว'โมง 

- -  ช่นฑ่ื 4 , OOOXg, 10 นาท

ตะกอน

- -  S o lu tio n  I ,  2 ม ิล ล ล ต'! 

- -  PMSF 0.02 มิลล'โ«ลาร 

- -  CaCl2 10 มิลลโ«ลาk 

- -  0 “ช, 2-3 ^วโ«ง

- -  ปีนฑ 4 ,OOOXg, 10นาฑ

S u p ern a te  ตะกอน

( ร2) (PC)

รปท่ี 11 แผนภูมิแชตงกา'!เตรร«ชา'!ละลารเอนใช«จากฝานต่างๆธองเชลล

S upernate

(SI)
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2 .14 .2  การเตรรมส์ารละลารตัวอร่าง

2 .1 4 .2 .1  เตรร»จากตะกอนกี่ไต้จาก CD-TCE assay

นำตะกอนกี่ไต้จากการตกตะกอนต้วร TCE มาละลารในน้ัากลั่นปรมาตรเลกน้อรแล้ว 

ต้มใน w ater b a th  อุamภุม 100 °ช เป็นเวลา 5-10 นาท จนตะกอนละลารหมล

จากนั้นนำมากรองต้วอกระลาษกรอง m i l l ip o r e  (0 .45  f M )  ก่อนน่าไปวิเคราะหต้วร

เตรี่อง HPLC ต่อไป

2 .1 4 .2 .2  เตรืรมจาก r e a c t io n  m ix tu re

นำ re a c t io n  m ix tu re  กี่เตรรมจากต้อ 2 .13 มาต้มใน w ater b a th  อุ«พภูม 

100 °ช เป็นเวลา 5-10 นาท แล้วกรองต้วรกระตาษกรอง m il l ip o r e  (0 .4 5  ^B)

ก่อนนำไปวิเคราะหต้วรเครอง HPLC ต่อไป

2 .1 4 .3  สํภาวะในการวิเตราะพต้วรเตรอง HPLC

สํภาวะกี่ใต้ในการวิเคราะหต้อ ใต้ Supleco-NHe column ปินาล 4 .6  mm. 

ID. X 250 mm. ใต้สำรละลารผสํพ a c e t o n i t r i l e  ะ w ater อัตราต่วน 75 ะ 25 

(■ โตรปรมาตร) อัตราการไหล 2 นิลล้ลตรต่อนาท ใต้ RI เป็น d e te c to r  ฉีลส์ารละลาร 

มาตรฐาน และสำรละลารคัวอร่าง ในปรมาตรอร่างละ 20 ไมใครล้ตร เต ้าเตรอง HPLC 

ต่วนในกรท!การทำ in te r n a l  s ta n d a rd  จะพสํมสำรละลาอตัวอร่างและสำรaะลาร 

มาตรฐาน ในอัตราต่วน 1:1 โลรปริมาตร แล้วฉตเต้าเครี่อง HPLC จำนวน 40 ไมโตรล้ตร 

วิเคราะหชนิลและปรมาผใเองไชโคลเลกชทรนในสำรละลารโลรเปรรบเทรบเวลากี่ 

อร’ในคอลมนิ ( r e te n t io n  tim e) และพนก่ีใต้พีค (peak a re a ) ปิองสำรละลารตัวอร่าง 

กับสำรละลารไชโคลเตกชทรนชนิล « - , 0- และ Ï-CD มาตรฐาน กี่ทราบความเต้มต้น 

แน่นอนและฉลเต้าเครี่องต้วรวิ ÏÏและสํภาวะI«รวกัน
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2.15 กา?สิท!ททง«วา»แตกต่างในทา?ฟ้ร้างโป?ตนจากเชa a เจ ้าเ?อน ุ (E . c o l i  s t r a i n  

HB101) ,  ท?านฟ้ฟอ?แ»นฑท่ีไต้?บพาฟ้มพ PSE411 แระ SV5 ต้วธ1อฟ้พัIaฟ้-โพล

พะไพ?ลาไ»ตIจล If นพแผ่น

2 .1 5 .1  กา?เต?ธ»เอฟ้พเอฟ้-โพลอะไพ?ลาไมพเจล 10 Iปอ4 1ชนค

เต?ร» s e p a ra t in g  g e l โพรพ?f»ฟ้า?ละลารaะไพ?ลาไมพ ะ B is (3 0 :1 ) 

10 มลลิลิตร, ฟ้า?ละลารท?ฟ้-เอฟ้พเอฟ้ pH 8 .8  (T ris-H C l 1 .5  โมลาร้ และ SDS 

0 .2  เปอ?เชนต) 7 .5  ผิลลิลิต? และนากลน 11.5 มลลิลิต? เปิร่าเบาๆให้เช้ากัน แล้วเต» 

TEMED 15 ไมโพ?ลิต? และฟ้า?ละลาอแอมโ»เน้ธมช้ลเฟ่ต 1 .5  เปอ?เชนด ที่เต?ธ»ใหม่ๆ 

1 มลลิลิตร เปีร่าเบาๆให้เช้ากัน นำฟ้า?ละลาฮเจลไปบ??จุลงานแบบเจล (ตวา»หนา 

ป?ะ»าผ 1 มลลิลิต?) จนกระท๋ังฟ้า?ละลาอฟ้งป?ะมาแร 12 เชนติเมต? ส่อรๆเตมนากล่ัน 

ลงบนผิวหน้าเจลอร่าง?วพเร็วและเบาๆ ต้ังท้ํงไว้ท่ีอุแรหภุผิห้องป?ะมาทร 30 นาท จะกังเกต 

เห็น?อรส่อ?ะหว่างเจล และนากลั่นออ่างช้ตเจน

เต?ธม s ta c k in g  g e l โพรผฟ้มฟ้า?ละลารอะโต?ลาไมพ 1 ผิลลิลิต?, ทร้ฟ้ 

เอฟ้พัเอฟ้ pH 6 .8  (T ris-H C l 0 .5  โมลา? และ SDS 0 .2  เปอ?เชนต) 2 .5  มลลิลิตร 

และนากล่ัน 5 .3  มลลิลิต? ตามลำพับ เใ!ร่าเบาๆให้เช้ากัน ก่อนเติม TEMED 5 ไมโพ?ลิต? 

และแอมโมเน้ธมเปอ?ช้ลเฟตที่เตร้ธมใหม่ๆ 0 .7  มลลิลิต? ตามลำพับ เปิร่าเบาๆเทนากลั่น 

ออกจากผิวหน้า s e p e ra t in g  g e l ที่เตร้รมไว้แล้วพังกล่าวช้างต้น ใลํหว้ (cofib) ในแบบ 

เจลให้ห่างจากหน้า s e p e ra t in g  g e l ป?ะมาai 2 .5 -3  เชน«เมต? แล้วเท s ta c k in g  

g e l อร่าง?วพเร็ว ต้ังฑ้ํงไว้ท่ีอุ0เหภผิห้องป?ะ»าณ 30 นาท ให้เจลเกัพโพลิเมอไ?ช้อร่าง 

ฟ้มบ?แร ร่อรๆพงหว้ออกแล้วนำไปใช้ในกา?ทพลองส่อไป
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2 .1 5 .2  ทารเตริอ»ฟ้ารaะลาอตัาaอ่างและเอนไช» CGTase ก็ต้a งการวิเคราะห 

เพาะเลองเชั้อ E .  c o l i  HB101 ในราหารเลอง1$8 LB ส่วนnรานฟ้ฟอ1แมนฑ

ก็ไต้รับพลาฟ้มิ« PSE411 และ pSV5 จะเพาะเลํ้องในอาหารเลํ้องเชั้อ LB ก็เฟ้ริมอา

ปฎิรัวนะแaมพรัลิน'ในปริมาญ 50 ไมโครกรัมส่อมลลิลิตร จำนวน 1 มิลลิลิตร บ่มก็อุณหภุม 

37 “ช เป็นเวลา 24 รัวโมง ชันเก็บเชลลีต้วอเคร็องไมโครเชนดลีว TOMY MC-15 A

ก็ความเร็ว 8 ,000 รอบส่อนาที เป็นเวลา 1 นาที เตมบัฟ๗ อร็ส่าหรับตัวออ่าง (T ris-H C l 

125 มลลิโมลาร็,SDS 2 เปอร็เชนต, กลีเชอรอล 10 เปอร็เชนต, 2-เมอแคปโตเอสานอล 

5 เปอร็เชนต้ และ โบรโมลีนอลภุล 0.001 เปอริเชนต) จำนวน 100 ไมโครลิตร แล้วนำ 

ไปต้มก็อุ«หภุม 100 “ช เป็นเวลา 5-10 นาที ฑ้ํงไว้ให้เอ็นก็อณหภุพห้องก่อนนำไป

หออ«ลงบนหลุมเจลก็เตรัฮมไว้ ในปริมาณ 10 ไมโครลิตร

ส่าหรับเอนไชม CGTase เป็นเอนไชมก็ไต้จาก B a c i l l u s  A11 ก็นอกบริฟ้ทสโตอ 

พ่านช้ันตอนการ«ตรับต้วอแป็ง ตกตะกอนต้วอนอมโมเนีฮมรัลเฟ่ต 40-80 เปอร็เชนต้ และ 

แอกโตอคอลัมน ตอเออ-เชลลุโลฟ้

พฟ้มเอนไชม CGTase ประมาณ 12 ไมโครกรัม กับบัฟ่เฟอริส่าหรับตัวออ่างใน

อัตราส่วน 1:1 โตอปริมาตร และนำไปต้มก็คุณหภุมิ 100 “ช เป็นเวลา 5-10 นาที ฑ้ํงไว้ 

ให้เอ็นก็คุณหภุมห้อง ก่อนนำไปหออ«ลงบนหลุมเจลก็เตริอมไว้

2 .1 5 .3  การทำอเล«โตรโฟริรัฟ้

บรรจุแม่นเจลลงในอ่างบัฟ่เ via ริในแนวต้ัง าส่ทริฟ้-เอฟ้«เอฟ้อเลคโตรตบัฟ่เฟ่อริ

(T ris-H C l 50 มิลลิโมลาริ, ไกลรัน 384 มลลิโมลาร และ SDS 0 .1  เปอร็เชนต้ 

pH 8 .3 ) ลงในอ่างบัฟ่เฟ่อริรันบนและรันล่างให้ท่วมปลาอชั้งฟ้องข้างอองแม่นเจล หฮอต

ฟ้ารละลาอตัวออ่างและฟ้ารละลาฮเอนไชม CGTase (ข้อ 2 .1 5 .2 )  ลงบนหลุมเจล แล้วพ่าน 

กระนสํไฟ่ห้าธนาค 30 มลลิแอมแปร็ ส่อนม่นเจล ควบคุมกระนฟ้ฯฟ่ลีาให้คงก็«วอ c o n s ta n t
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power supply  กำหนดให้เวลบอร่ด้านบน ท่ังไว้ประมาท! 2-3 ส่วโผง ท่ัอุท!หภมิห้อง

จนกระท่ังแถบติดามรออเคลอนท่ีอร่ห่างจากปีอบด้านล่างประมาทร 1 เชนติเมตร

กำฮแผ่นเจลออกจากแผ่นกระจก แล้วนำไปแส่ในนำส้อมโปรติน (Coomassie

B r i l l i a n t  Blue R 250 0 .2  เปอรเชนติ, เมทสานอล 50 เปอรเชนติ และ G la c ia l

a c e t ic  a c id  10 เปอรเชนติ) เป็นเวลาอร่างน้อฮ 2-3 ส่าโมง แล้วนำแผ่นเจลผาล้างติ 

ช่วนเกนออก ด้ วรนาสาล้างติส้อมโปรติน (เมทสานอล 7 เปอรเชนติ และ G la c ia l

a c e t ic  5 เปอรเชนติ) หลาสๆคร้ัง จนกระท่ังแผ่นเจลใส์และเห็นแถบตินาเงินธองโปรติน

อร่างส่ดเจน ล้างแผ่นเจลอกดรั้งด้วฮนากลน ก่อนใช้กระดาษแก้วใสํหุ้มแผ่นเจล ไล่ฟ่อง

อากาส์ออก ทั่งไว้ด้างตินจนเจลแห้ง
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