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บทคัดยKอ 

ในธรรมชาติไซยาโนแบคทีเรียสามารถพบได<ในสภาพแวดล<อมที่หลากหลาย เนื่องจากความสามารถในการ

ปรับพฤติกรรมของเซลล*โดยควบคุมการแสดงออกของยีนอยfางถูกต<องและทันเวลาเพื่อปรับให<เข<ากับการรบกวน

ของสิ่งแวดล<อมตfางๆ หนึ่งในนั้นคือ ไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 ที่จัดเปnนเอ็กซ*ทรีโมไฟล*ที่

สามารถอาศัยอยูfในสภาพแวดล<อมที่มีความเค็มสูง โดยใช<กลไกหนึ่งที่สำคัญที่ทำให<เซลล*อยูfรอดในภาวะดังกลfาว 

คือ ระบบการถfายทอดสัญญาณสององค*ประกอบ (two-component system; TCS) ซึ่งประกอบด<วย ฮิสติดีน 

ไคเนส (histidine kinase; HK) เปnนเซ็นเซอร*ตัวสfงสัญญาณและตัวควบคุมการตอบสนอง (response regulator; 

RR) เปnนตัวรับสัญญาณ ซึ่งควบคุมการแสดงออกของยีนของไซยาโนแบคทีเรีย เพื่อตอบสนองตfอภาวะเครียดจาก

เกลือ จากการสืบค<นข<อมูลจีโนมของ Halothece sp. PCC7418 พบวfามียีนกำหนดรหัส HK ทั้งหมด 17 ยีน ได<แกf 

PCC7418_0715, PCC7418_0766 , PCC7418_1721, PCC7418_1838, PCC7418_2050, PCC7418_2178, 

PCC7418_2200, PCC7418_2222, PCC7418_2265, PCC7418_2611, PCC7418_2615, PCC7418_2831, 

PCC7418_2832, PCC7418_3282, PCC7418_3344,PCC7418_3363 และ PCC7418_3509 โดยในการศึกษา

นี้ได<วิเคราะห*การแสดงออกของยีนกำหนดรหัส HK โดยวิธี semi-quantitative RT-PCR ภายใต<ภาวะความเครียด

จากเกลือโซเดียมคลอไรด* 2.0 โมลาร* พบวfา การแสดงออกของยีน PCC7418_0715, PCC7418_0766 , 

PCC7418_1721, PCC7418_1838, PCC7418_2050, PCC7418_2178, PCC7418_2200, PCC7418_2222, 

PCC7418_2265, PCC7418_2611, PCC7418_2615, PCC7418_2831, PCC7418_2832, , PCC7418_3344 

และPCC7418_3363 มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น และการแสดงออกของยีน	PCC7418_3282 และ PCC7418_3509 

มีการแสดงออกลดลง ซึ่งผลจากทดลองในการศึกษานี้แสดงให<เห็นวfา HK มีสfวนเกี่ยวข<องกับการปรับตัวของ 

Halothece sp. PCC7418 ภายใต<ภาวะเครียดจากเกลือ 
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Abstract 

In nature, cyanobacteria can be found in a wide variety of environments. Because of their 

ability to modulate cellular behavior by regulating gene expression acculately, and in time to 

adapt to various environmental interference. One of them is cyanobacterium Halothece sp. 

PCC7418 is classified as an extremophilic cyanobacterium, which can grow under high salinity 

environments. One of the key mechanisms for cell survival in these conditions is a two--

component system; TCS, which is usually composed of histidine kinase (HK) acting as a sensor, 

and cognate response regulator (RR) acting as a receiver. TCS regulates the expression of 

cyanobacterial genes in response to salt stress. From the entire genome analysis of Halothece sp. 

PCC7418, 17 putative genes encoding HK were found, including PCC7418_0715, PCC7418_0766, 

PCC7418_1721, PCC7418_1838, PCC7418_2050, PCC7418_2178, PCC7418_2200, PCC7418_2222, 

PCC7418_2200, PCC7418_2222, PCC7418_2200., PCC7418_3344, PCC7418_3363 and 

PCC7418_3509. In this study, the expression of genes encoding HK by Reverse Transcription-

Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) under high salinity condition (2M NaCl) showed that 

PCC7418_0715, PCC7418_0766, PCC7418_1721, PCC7418_1838, PCC7418_2050, PCC7418_2178, 

PCC7418_2200, PCC7418_2222, PCC7418_2265, PCC7418_2611, PCC7418_2615, PCC7418_2831, 

PCC7432_1831, PCC7418_2831, PCC7418_2611, PCC7418_2615, PCC7418_2831, 

PCC7432_1832_1831 were up-regulated	under high-salinity condition and the expression of the 

PCC7418_3282 and PCC7418_3509 were down-regulated under high salinity condition. The 

experimental results in this study showed that HK was involved in the adaptation of Halothece 

sp. PCC7418 under salt stress. 
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บทที่ 1 

บทนำ 

ไซยาโนแบคทีเรียเปnนกลุfมแบคทีเรียแกรมลบสังเคราะห*แสงที่มีขนาดใหญfและมีความหลากหลายทาง

สัณฐานวิทยา (Ashby, 2006) มีวิวัฒนาการมาอยfางยาวนานและมีความสำคัญตfอระบบนิเวศ โดยมีลักษณะเปnน

เซลล*โพรคาริโอต กลfาวคือ ไมfมีเยื่อนิวเคลียส, มีสารพันธุกรรมเปnน circular DNA ลอยอยูfในไซโทพลาสซึม และมี

ผนังเซลล*ที่ประกอบด<วยเปปทิโดไกลแคน (peptidoglycan) รวมทั้งสามารถสังเคราะห*แสงได< แตfไมfมีโครงสร<าง

ของคลอโรพลาสต* แตfสังเคราะห*แสงได<โดยใช<คลอโรฟ¢ลล* เอ, คลอโรฟ¢ลล* บี, แคโรทีนอยด*, แซนโตฟ¢ลล*, ไพโคอิริท

ริน, ไฟโคบิลิน และไฟโคไซยานิน ซึ่งจะกระจายตัวอยูfในไซโทพลาสซึมจึงทำให<มองเห็นเปnนเซลล*สีเขียวแกมน้ำเงิน 

มีการสืบพันธุ*แบบไมfอาศัยเพศ โดยการแบfงตัวแบบไบนารีฟ¢ชชั่นจากหนึ่งเปnนสอง  

 

ภาพที่ 1.1 : แสดงโครงสร<างของไซยาโนแบคทีเรีย  

(ที่มา: Kelvevinsong via Wikipedia.org under licensed of Wikimedia commons)  

ในธรรมชาติไซยาโนแบคทีเรียสามารถพบได<ในสภาพแวดล<อมที่แตกตfางกันตั้งแตfบริเวณที่มีความเยือก

เย็น, ความร<อนจัด, ความเปnนดfางและกรด, มหาสมุทรน้ำเค็มและน้ำจืด, สภาพแวดล<อมบนบกและทางชีวภาพ 

(Ashby และ Houmard, 2006) อาจเนื่องมาจากความสามารถในการปรับพฤติกรรมของเซลล*โดยควบคุมการ

แสดงออกของยีน อยfางถูกต<องและทันเวลาเพื่อปรับให<เข<ากับการรบกวนของสิ่งแวดล<อมตfางๆ การตอบสนองของ

เซลล*ของไซยาโนแบคทีเรียตfอป£จจัยแวดล<อมตfางๆ เชfน ความเครียดออกซิเดชัน (oxidative stress), ความเครียด

ออสโมติก (osmotic stress), ความเครียดจากเกลือ (salt stress), ความเครียดจากฟอสเฟต (phosphate stress), 
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ความเครียดจากไอออนของโลหะหนัก (heavy metal ion stress), ความเครียดจากกรด (acid stress), ความขาด

แคลนไนโตรเจน (nitrogen starvation), ความเครียดจากความเย็น (cold stress), ภาวะช็อกจากความร<อน (heat 

shock) และความเครียดจากแสงสูง (high light stress) (Lei และ Weiwen, 2020) ดังนั้นการทำความเข<าใจ

เกี่ยวกับกลไกที่ไซยาโนแบคทีเรียใช<ในการรับรู<และปรับตัวให<เข<ากับความเครียดจากสิ่งแวดล<อมที่แตกตfางกันจึง

เปnนสิ่งสำคัญ  

 

หนึ่งในระบบการถfายโอนสัญญาณ (signal transduction systems) ที่สำคัญในจุลินทรีย* คือ ระบบการ

ถfายทอดสัญญาณสององค*ประกอบ (two-component system จากนี้ไปจะเรียกวfา TCS) ซึ่งประกอบด<วยฮิสติดีน

ไคเนส (histidine kinase จากนี้ไปจะเรียกวfา  HK) เปnนเซ็นเซอร*ตัวสfงสัญญาณและตัวควบคุมการตอบสนอง 

(response regulator จากนี้ไปจะเรียกวfา RR) เปnนตัวรับสัญญาณ ซึ่งควบคุมการแสดงออกของยีนของจุลินทรีย*

เพื่อตอบสนองตfอการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล<อม (Ashby และ Houmard, 2006) HK ตอบสนองตfอสัญญาณ

จากสิ่งแวดล<อม จากนั้นเรซิดิวซ*ฮิสติดีนที่อนุรักษ* (conserved histidine residue) จะเกิดการออโต<ฟอสโฟริเลต 

จากนั้นจะชfวยให< HK สามารถจับและถfายทอดกลุfม phosphoryl เฉพาะของมันไปยังเรซิดิวซ*แอสพาเทตที่

อนุรักษ*(conserved aspartate residue) บน RR ตfอจากนั้น RR จะถูกฟอสโฟรีเลตบนโดเมนตัวรับ โดยปกติจะ

สfงผลให<เกิดการเป¢ดใช<งานโดเมนเอาต*พุทที่สามารถสลับกิจกรรมการแสดงออกในยีนตfางๆที่ชfวยให<จุลินทรีย*

ปรับตัวเข<ากับสัญญาณภายนอกได< 

 

HK หรือ RR ล<วนเปnนโปรตีนที่มีหลายโดเมน (multidomain protein) ซึ่งโดเมนที่สามารถพบบfอยที่สุดใน 

HK คือ GAF, PAS และ PAC สfวนใน RR จะพบ DNA-binding domain (Treg และ NarL หรือ LuxR) และมีโดเมน

บางอยfางที่พบได<น<อย เชfน CBS, CheB, CheR, CheW ยกเว<น GerR และ LytTR ชนิดที่ไมfพบในโดเมนของ

แบคทีเรีย ก็จะสามารถพบได<ในโปรตีนของไซยาโนแบคทีเรีย 

 

HK มีลักษณะเฉพาะด<วยการมีโดเมน HK และโดเมนการรับรู<สัญญาณ แม<วfาจะมีการค<นพบโดเมนการ

ทำงานทั่วไปจำนวนมากในโปรตีนจากสิ่งมีชีวิตที่แตกตfางกัน แตfโดเมนการรับรู<สัญญาณ เชfน GAF และ PAS มักจะ

มีความหลากหลายมากกวfาโดเมนอื่น ๆ โดเมนเหลfานี้สามารถรับรู<สัญญาณไซโตพลาสซึมโดยตรงหรือสัญญาณ

ถfายทอดจากโดเมนประสาทสัมผัสเพอริพลาสซึมไปยังโดเมน DHp และ CA (Wu และคณะ, 2019) 
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โครงสร<างโปรตีน HK เปnนไดเมอริกโปรตีนและถูกควบคุมโดยปฏิกิริยาของตัวรับ – ลิแกนด* (receptor-

ligand interaction) (Singh และคณะ, 2015) โปรตีน HK ประกอบด<วยโดเมนที่ได<รับการอนุรักษ*อยfางสูงนั่นคือ 

โดเมน dimerization และ histidine phosphotransfer (DHp) ซึ่งมีฮิสติดีนที่อนุรักษ*ไว<และโดเมน catalytic และ 

ATP binding (CA) นอกเหนือจากโดเมนการทำงานอื่น ๆ โปรตีน HK ยังมีโดเมนประสาทสัมผัส เชfน HAMP 

(Histidine Kinase, adenyl cyclase, methyl accepting protein, และ phosphatase), GAF (cGMP-specific 

phosphodiesterase, adenyl cyclase และ FhlA), PAS (Per Arnt Sim), และโดเมนไฟโตโครม สำหรับการ

ตรวจจับสัญญาณแวดล<อมที่หลากหลาย โดยที่หลังจากเซ็นเซอร*ตรวจพบสิ่งกระตุ<นแล<ว สัญญาณจะแพรfกระจาย

ผfาน TM และโดเมนอื่น ๆ ผfานการเคลื่อนที่หลากหลายหรืออธิบายวfาเปnนการเคลื่อนที่แบบ	piston-like motion, 

scissoring หรือ helical rotation ไปยัง DHp เฮลิกซ* จากนั้นโดเมน CA เรfงการถfายโอนกลุfมฟอสโฟริลจากสารตั้ง

ต<นที่เชื่อมกับ ATP ไปยังฟอสโฟแอกเซบเตอร*ฮิสทิดีน (phosphoacceptor histidine) ที่อยูfบนเกลียว DHp แรก 

ซึ่งเรียกกระบวนการนี้ซึ่งประกอบด<วยสองขั้นตอนของ การตรวจหาสิ่งกระตุ<นและการเพิ่มการทำงานของกิจกรรม

ออโต<ฟอสโฟรีเลชั่นวfา “การกระตุ<น” สำหรับ RR โดเมนตัวรับที่ได<รับการอนุรักษ*ไว<เรfงปฏิกิริยาฟอสโฟทรานส

เฟอร* จาก cognate HK ซึ่งการแสดงออกของยีนที่แตกตfางกันเปnนผลมาจากปฏิสัมพันธ*ของโปรตีนกับโปรตีนหรือ

ปฏิสัมพันธ*ของโปรตีน - ดีเอ็นเอซึ่งเปnนสื่อกลางโดยโดเมน C-terminal effector (หรือเอาท*พุท) ของ RR จึงทำให<

เกิดการตอบสนองของเซลล*ที่เหมาะสม โดยที่โปรตีน HK มีสfวนที่อนุรักษ*ไว< ได<แกf H, N, D, F และ G-box ซึ่ง

สามารถระบุได<วfา H box มีฮิสติดีนที่ได<รับฟอสโฟรีเลย* ในขณะที่ box N, D, F และ G อยูfที่ไซต*ที่เชื่อมกับ ATP 

 

โดเมน PAS ถูกระบุในโปรตีนของแบคทีเรีย, แบคทีเรียโบราณ (Archaea) และยูโรคาริโอต ในแบคทีเรีย

และแบคทีเรียโบราณมีเพียง HK เทfานั้นที่มีโดเมน PAS มีการศึกษากfอนหน<าแสดงให<เห็นวfาโปรตีนที่มีโดเมน PAS 

มากกวfา 200 ชนิดเปnนป£จจัยการถอดรหัส, ตัวแปลงสัญญาณหรือตัวรับ โดเมน PAS มีสfวนเกี่ยวข<องโดยตรงหรือ

โดยอ<อมในการถfายทอดสัญญาณโดยมีหน<าที่หลักในการตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงในสภาพแวดล<อมนอกเซลล*

หรือภายในเซลล* โปรตีนบางชนิดมีโดเมน PAS หลายโดเมน การมีโดเมน PAS ที่คล<ายคลึงกันหลายโดเมนในโปรตีน

ตัวเดียวแสดงให<เห็นวfาโปรตีนสามารถรับสัญญาณที่หลากหลายได< โดเมน PAS สามารถทำงานรfวมกับ

องค*ประกอบตัวควบคุมประเภทอื่น ๆ ในโปรตีนเพื่อควบคุมการตอบสนองตfอการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณ

ภายนอกเซลล*และสัญญาณภายในเซลล* (Wu และคณะ, 2019) 

 

โดเมน GAF (cGMP-phosphodiesterase / adenylate cyclase) เปnนโดเมนที่จับกับ cGMP ที่ไมfเปnน

ตัวเรfงปฏิกิริยาที่ได<รับการอนุรักษ*และเดิมพบใน cyclic nucleotide phosphodiesterases และป£จจุบันพบวfา
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โปรตีนสัญญาณอื่น ๆ อีกหลายรายการจากสามโดเมนของสิ่งมีชีวิต (แบคทีเรีย, แบคทีเรียโบราณ และยูคาริโอต) มี

โดเมน GAF และการตรวจสอบโครงสร<างและการทำงานพบวfาโดเมน GAF มีความจำเพาะตfอ cGMP สูงกวfา	cAMP 

บริเวณที่ใช<จับของโดเมน phosphodiesterase GAF ประกอบด<วยเรซิดิวซ*อาร*จินีน, แอสพาราจีน, แอสพาเทต 

และไลซีนที่อนุรักษ* แม<วfาจะมีความคล<ายคลึงกันที่ลำดับกรดอะมิโนต่ำ แตfโครงสร<างของโดเมน GAF ก็มีความ

คล<ายคลึงกับโดเมน PAS เปnนอยfางมาก ซึ่งบfงบอกวfามาจากบรรพบุรุษรfวมกัน (Wu และคณะ, 2019) 

 

สิ่งมีชีวิตทุกชนิดมีระบบสัมผัสเพื่อตรวจจับการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล<อมและเป¢ดใช<งานวิถีการสfง

สัญญาณภายในเซลล*เพื่อตอบสนองตfอการเปลี่ยนแปลง ตัวรับเปnนจุดเริ่มต<นแรกของระบบสัมผัสที่ถfายทอด

สัญญาณสิ่งแวดล<อมเข<าสูfภายในเซลล* โดยปกติแล<วโปรตีนเคโมรีเซปเตอร*จะจับคูfกับ CheA ไคเนสผfานทาง 

scaffold หรือ coupler protein CheW เปnนแกนกลางของระบบประสาทสัมผัสเหลfานี้ ในกลไกทางเคมีของ

แบคทีเรียการประกอบกันของโปรตีนสามชนิดประกอบด<วยตัวรับบนทรานส*เมมเบรน, CheA HK และโปรตีนอะ

แดปเตอร* CheW หน<าที่ของคอมเพล็กซ*โปรตีนสามตัวคือการควบคุมการเคลื่อนไหวเพื่อตอบสนองตfอสิ่งเร<า  

 

โดเมน CBS มักพบในโปรตีนที่มีโดเมนอื่น ๆ โดเมนเหลfานี้มักเปnนเอนไซม*ตัวขนสfงเมมเบรนหรือโดเมนที่

จับกับดีเอ็นเอ อยfางไรก็ตามมักพบโปรตีนที่มีเฉพาะโดเมน CBS โดยเฉพาะในโพรคาริโอต โปรตีนโดเมน CBS 

แบบสแตนด*อโลนเหลfานี้อาจสร<างคอมเพล็กซ*เมื่อจับกับโปรตีนอื่น ๆ เชfน ไคเนส ที่ทำปฏิกิริยาและควบคุม 

 

HK โดยสfวนใหญfคล<ายกับโปรตีนสfงสัญญาณ HK มักจะมีแกนเรfงปฏิกิริยาที่อนุรักษ*ไว<ซึ่งมีโดเมนอินพุทที่

หลากหลายและเนื่องจากเปnนโปรตีนที่มีหลายโดเมนจึงทำให<มีรูปแบบที่มีความหลากหลาย คลาสของ HK แบfง

ออกเปnน 6 คลาส	(Ashby และ Houmard, 2006) ดังนี้  

 

1. Incomplete HK เปnนคลาสที่มีเฉพาะโดเมน HisKA เทfานั้น 

2. HK class I kinases (HKIs) เปnนคลาสที่มีเฉพาะโดเมน HisKA และโดเมน HATP เทfานั้น ซึ่งถือได<วfาเปnน

โปรตีนพื้นฐาน เชfน ทำหน<าที่เปnนหนfวยการสร<างสำหรับการจัดเรียงโดเมนที่ซับซ<อนมากที่มีอยูfในไซยาโน

แบคทีเรีย 

3. HK class II (HKII) เปnนคลาสที่มีการเชื่อมตfอกับโดเมน GAF และ / หรือโดเมน PAS หรือโดเมน PAC 

อยfางใดอยfางหนึ่งหรือมากกวfาเทfานั้น ซึ่งโดเมนเหลfานี้พบเปnนจำนวนมากในแบคทีเรียและยูคาริโอตโดย

โดเมน PAS นั้นพบได<บfอยกวfาโดเมน GAF  
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4. HK class III (HKIII) เปnนคลาสที่มีนอกเหนือจากโดเมน HisKA และโดเมน HATPase คือ โดเมน HAMP 

(หรือ "linker") โดยทั่วไปจะพบในสfวน downsteam จากสfวน TM segment ของโปรตีน 

5. HK class IV (HKIV) เปnนคลาสที่มีโดเมน N-terminal S / T kinase และโดเมน HK ปลายด<าน C (C-

terminal) โดยมีโดเมน GAF อยูfระหวfาง ซึ่งโปรตีนเหลfานี้คfอนข<างนfาสนใจเนื่องจากสามารถจับคูfกับ 

Ser/Thr ไคเนส แอกติวิตี้ และวิถีทรานสดักชั่นที่เกี่ยวข<องกับ TCS ได<โดยตรง 

6. HK class V (HKV) เปnนคลาสที่มีการรวมกันของโดเมนประเภทตfางๆที่เชื่อมกับ HK 

 

ระบบสององค*ประกอบ ( TCS ) เปnนระบบการถfายทอดสัญญาณที่สำคัญซึ่งเปnนสื่อกลางของสัญญาณที่เกิด

จากสิ่งเร<าภายในหรือภายนอกเซลล*ในแบคทีเรีย ระบบดังกลfาวไมfเพียงแตfพบในโพรคาริโอตทั้งหมดเทfานั้น แตfยัง

พบในยูคาริโอต เชfน พืช ยีสต*และเชื้อรา โดยทั่วไประบบสององค*ประกอบประกอบด<วยสององค*ประกอบที่อาจถูก

เข<ารหัสโดยยีนที่อยูfติดกันคูfหนึ่ง: โปรตีนตัวรับ (HK) ที่ตรวจจับสัญญาณอินพุทและโปรตีนเอฟเฟกต* (RR) ที่แปลง

สัญญาณ ไปสูfกระบวนการทางสรีรวิทยาและชีวเคมีที่แตกตfางกัน ทั้ง HK และ RR มักมีหลายโดเมน โดยทั่วไป HK 

จะมีโดเมนสfงสัญญาณที่ปลายด<าน C และโดเมนประสาทสัมผัสอยfางน<อยหนึ่งโดเมนที่ปลายด<าน N โดยที่โดเมนสfง

สัญญาณจะประกอบด<วยสองโดเมนยfอย ได<แกf HisKA / Hpt และ HATPase และโดเมนประสาทสัมผัสตอบสนอง

ตfอการเปลี่ยนแปลงของสัญญาณสิ่งแวดล<อม สfวน RR มักมีโดเมนตัวรับที่ปลายด<าน N และโดเมนเอฟเฟกต*ที่

หลากหลายที่ปลายด<าน C การรับรู<สิ่งกระตุ<นโดยโดเมนประสาทสัมผัสของ HK จะเป¢ดใช<งานโดเมนสfงสัญญาณซึ่ง

สิ่งที่ได<รับการอนุรักษ*เรซิดิวซ*ของ HK เกิดออโต<ฟอสโฟริเลชั่น (autophosphorylation) ฟอสโฟริเลชั่น ชfวยให< HK 

สามารถโต<ตอบกับ cognate RR ของระบบผfานการโต<ตอบระหวfางโดเมนสfงสัญญาณและโดเมนตัวรับ ตfอจากนั้น

กลุfมฟอสโฟริลเฉพาะจากโดเมนสfงสัญญาณของ HK จะถูกถfายโอนไปยังเรซิดิวซ*แอสพาเทตที่ได<รับการอนุรักษ*ไว<

ภายในโดเมนตัวรับของ RR Asp ฟอสโฟริเลชั่นสfงผลให<เกิดการเปลี่ยนแปลงของกิจกรรม effector โดยปกติแล<ว

จะเกิดจากการเปลี่ยนแปลงปฏิสัมพันธ*ระหวfางโดเมนตัวรับและโดเมนเอาต*พุตของ RR (ภาพที่ 1.2) นอกจาก HK 

และ RR แล<วไคเนสลูกผสมที่มีทั้งโดเมนตัวสfงและโดเมนตัวรับสามารถเกิดขึ้นได<จากการรวมยีน ในไคเนสดังกลfาว 

กลุfมฟอสโฟริลจะถูกถfายโอนจากโดเมนสfงสัญญาณไปยังโดเมนตัวรับของโปรตีนเดียวกัน ไคเนสเหลfานี้นfาจะ

เกี่ยวข<องกับฟอสโฟรีเลย*ที่ซับซ<อน (His-Asp-His-Asp) ผfานการทำงานรfวมกันกับโดเมน Hpt บนไคเนสเดียวกัน

หรือตfางกัน (ภาพที่1.3) สรุปได<วfาระบบสององค*ประกอบเปnนวิธีการที่หลากหลายและมีประสิทธิภาพในการ

ควบคุมการทำงานของเอนไซม*การแสดงออกของยีนและสรีรวิทยาของเซลล*เพื่อตอบสนองตfอการเปลี่ยนแปลงของ

สภาวะภายในเซลล*หรือนอกเซลล* 
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 ภาพที่ 1.2 : แสดงระบบสององค*ประกอบของ His-Asp ทั่วไปรวมถึงเซ็นเซอร*และฮิสทิดีนไคเนสและ

ระบบควบคุมการตอบสนอง (ที่มา: Wu และคณะ, 2019) 

	

 

ภาพที่ 1.3 : แสดง His-Asp-His-Asp phosphorelay รวมทั้งฮิสทิดีนไฮบริดตัวเชื่อมที่มักจะมีโดเมน Hpt 

และตัวควบคุมการตอบสนอง (ที่มา: Wu และคณะ, 2019) 
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ยีนกำหนดรหัส HK และ RR ใน Halothece sp. PCC7418 จะกระจายอยูfบนโครโมโซม จีโนม

ประกอบด<วยยีนกำหนดรหัสโปรตีน 3708 ยีน (KEGG database:	 https://www.genome.jp/dbget-

bin/www_bget?gn:T02379 ) ในบรรดายีนเหลfานี้มี 17 ตัวกำหนดรหัส HK ในขณะที่ 41 ตัวกำหนดรหัส RR ซึ่ง

ในงานวิจัยนี้มุfงเน<นไปที่การศึกษาเกี่ยวกับ HK  

  

จากที่ได<กลfาวมาข<างต<น จะเห็นได<วfา ระบบสององค*ประกอบ (TCS) โดยเฉพาะ HK มีความสำคัญอยfาง

มากตfอปรับตัวให<สามารถอยูfรอดในสภาพแวดล<อมที่สุดขั้วของไซยาโนแบคทีเรีย โดยเฉพาะอยfางยิ่งใน

สภาพแวดล<อมที่มีความเค็มสูง การศึกษาระดับการแสดงออกของยีนกำหนดรหัสที่ตอบสนองตfอความเครียดจาก

เกลือ จึงเปnนแนวทางการศึกษาที่นfาสนใจ โดยงานวิจัยนี้มีความสนใจที่ศึกษาการแสดงออกของยีนกำหนดรหัส HK  

ภายใต<การตอบสนองตfอความเครียดในไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 โดยเลือกใช<ความเครียด

เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงความเข<มข<นที่สูงขึ้น (โซเดียมคลอไรด* 2.0 โมลาร*) โดยวิเคราะห*จากการแสดงออกที่

ระดับการถอดรหัส ด<วยวิธี Reverse-transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) หลังจากนั้น

เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนที่กำหนดรหัส HK ระหวfางเซลล*ภายใต<สภาวะปกติและเซลล*ภายใต<สภาวะ

ความเครียดจากเกลือด<วยวิธีทางสถิติ 

 

 

 

วัตถุประสงค; 

เพื่อวิเคราะห*ระดับการแสดงออกของยีนกำหนดรหัส HK ในไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 

ภายใต<สภาวะความเครียดจากเกลือ 

 

 

 

 

 

 

 

 



8	
	

บทที่ 2 

อุปกรณ; เคมีภัณฑ; และชุดทดสอบสำเร็จ 

 

2.1 อุปกรณ*ทีใช<ในงานวิจัย 

 

 1. โกรfงและที่บด (pestle and mortar) 

 2. กล<องจุลทรรศน*แบบใช<แสง (light microscope) บริษัท Olympus (Japan) 

 3. หลอดทดลอง (glass test tube) บริษัท Pyrex (USA) 

 4. ขวดแก<วใสfสารเคมี (Duran) บริษัท Schott (Germany) 

 5. ขวดเซนตริฟ¢วจ* (centrifuge bottle) 

 6. เครื่องชั่ง (balance) รุfน PG2002-5 บริษัท Mettler Toledo (Thailand) 

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

 8. เครื่องนาโนดรอป (nano-drop) รุfน NanoDrop 2000 บริษัท Thermo scientific (USA) 

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

 10. เครื่องป£¯นตกตะกอนแบบควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated microcentrifuge) รุfน KUBOTA6500 

     บริษัท Kubota (Japan)  

11. เครื่องป£¯นตกตะกอนขนาดเล็ก (microcentrifuge) รุfน Centrifuge 5418-R บริษัท Eppendorf  

     (Germany) 

12. เครื่องเพิ่มจำนวนสารพันธุกรรม (thermal cycler) รุfน T-100TM บริษัท Scientific Industries  

     (USA) 

13. เครื่องวัดคfาการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุfน genesis-20 และ Biomate-35  

     บริษัท Thermo Scientific (Thailand) 

14. เครื่องให<กระแสไฟฟ°าสำหรับการรันเจล (power supply) บริษัท BIO RAD (USA) 

15. เครื่องอfานเจล (imager) รุfน Gel DocTM EZ บริษัท BIO RAD (USA) 

16. เครื่องอบฆfาเชื้อด<วยไอน้ำ (autoclave) รุfน ES-215 บริษัท Meditop (Thailand) 

17. ตู<แชfแข็ง -20 องศาเซลเซียส (deep freezer) บริษัท Sanyo (Japan) 

18. ตู<แชfแข็ง -40 องศาเซลเซียส (deep freezer) บริษัท Haler (China) 

19. ตู<แชfแข็ง -80 องศาเซลเซียส (deep freezer) บริษัท Thermo Electron Corporation (USA) 
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20. ตู<อบฆfาเชื้อ (hot air oven) บริษัท Contherm Scientific Limited (New Zealand) 

21. ตู<ปลอดเชื้อ (laminar flow) รุfน Microtech บริษัท LabMicro (Thailand) 

22. ทิป (tip) บริษัท Biohit Proline tip (Finland), บริษัท NEPTURN (Mexico),  

     บริษัท Axygen Scientific (China), บริษัท Rainin (USA) 

23. ป¢เปตอัตโนมัติ (automatic pipette) รุfน Proline Plus บริษัท Sartorius Biohit (Germany) 

24. หลอดเซนตริฟ¢วจ*ขนาดเล็ก (microcentrifuge tube) บริษัท Sarstedt (Germany) 

25. หลอด PCR (PCR tube) บริษัท BIO RAD (USA) 

 

2.2 เคมีภัณฑ* 

 

 1. โซเดียมไนเตรท (NaNO3) บริษัท Ensure (Germany) 

 2. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Ensure (Germany) 

 3. แมกนีเซียมซัลเฟต เฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) บริษัท Ensure (Germany) 

 4. แคลเซียมคลอไรด* ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) บริษัท Ensure (Germany) 

 5. โซเดียมคาร*บอเนต (Na2CO3) บริษัท Ensure (Germany) 

 6. ไดโซเดียม เอทิลีนไดเอมีนเตตราอะซีติก ไดไฮเดรต (Na2EDTA.2H2O) บริษัท Amresco (USA) 

 7. กรดซิตริก (Citric acid) บริษัท Ensure (Germany) 

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

   บริษัท Ajax Finechem (New Zealand) 

9. กรดบอริก (H3BO3) บริษัท Ensure (Germany) 

10. แมงกานีส (II) คลอไรด* เตตระไฮเดรต (MnCl2.4H2O) บริษัท Univar (New Zealand) 

11. ซิงค*ซัลเฟต เฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) บริษัท Univar (New Zealand) 

12. แอมโมเนียม โมลิบเดต เตตระไฮเดรต ((Na4)6Mo7O24.4H2O) บริษัท Ensure (Germany) 

13. คอปเปอร* (II) ซัลเฟต เพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) บริษัท Ensure (Germany) 

14. โคบอลต* (II) ไนเตรต เฮกซะไฮเดรต (Co(NO3)2.6H2O) บริษัท Univar (Germany) 

15. โซเดียมคลอไรด* (NaCl) บริษัท Merck Ag Dramstadt (Germany) 

16. โพแทสเซียมคลอไรด* (KCl) บริษัท Merck Ag Dramstadt (Germany) 

17. แมกนีเซียมคลอไรด* เฮกซะไฮเดรต (MgCl2.6H2O) บริษัท Univar (Germany) 
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18. ไทรซอลรีเอเจนต* (Trizol® reagent) บริษัท Ambion (USA) 

19. คลอโรฟอร*ม (Chloroform) บริษัท RCL labscan (Thailand) 

20. ไอโซโพรพานอล (isopropanol) บริษัท Ensure (Germany) 

21. เอทานอล (Ethanol) บริษัท Ensure (Germany) 

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

     บริษัท Merck Ag Dramstadt (Germany) 

23. ไดเอทิลไพโรคาร*บอเนต (Diethyl pyrocarbonate; DEPC) บริษัท Amresco (USA) 

24. ผงอะกาโรส (Agarose) บริษัท QP product (USA) 

25. ดีเอ็นเอ ไพรเมอร* (DNA primer) บริษัท Macrogen (Korea) 

26. มาร*กเกอร* (VC 1 kb DNA ladder) บริษัท Vivantis 9 (Malaysia) 

27. มาร*กเกอร* (wide range DNA ladder) 

28. สีย<อมเจล (SYBR® Safe DNA Gel Stain) บริษัท Invergen (USA) 

29. สีย<อมดีเอ็นเอ (DNA dye) บริษัท BioDynamics Laboratory (Japan) 

30. Taq DNA polymerase บริษัท Vivantis 9 (Malaysia) 

 

2.3 ชุดทดสอบสำเร็จ 

  

 1. ชุดสำเร็จ SuperScript®III บริษัท Invitrogen (USA) 
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บทที่ 3 

วิธีการดำเนินการ 

 

3.1 การวิเคราะห;ชีวสารสนเทศของ Histidine kinase (HK) ใน Halothece sp. PCC7418 

 

 ไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 มีข<อมูลจีโนมสมบูรณ*ในฐานข<อมูล ซึ่งในงานวิจัยนี้ใช<

ฐานข<อมูล Kyoto Encyclopedia of Gene and Genomes: KEGG (https://www.kegg.jp) และ 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) เปnนฐานข<อมูลหลัก พบวfาใน Halothece sp. PCC7418 มียีนกำหนดรหัส HK 

ทั้งหมด 17 ยีน ได<แกf PCC7418_0715, PCC7418_0766, PCC7418_1721, PCC7418_1838, PCC7418_2050, 

PCC7418_2178, PCC7418_2200, PCC7418_2222, PCC7418_2265, PCC7418_2611, PCC7418_2615, 

PCC7418_2831, PCC7418_2832, PCC7418_3282, PCC7418_3344, PCC7418_3363 และ 

PCC7418_3509 จึงเลือกยีนดังกลfาวมาศึกษาในงานวิจัยนี้ 

 

 3.1.1 วิเคราะห; Domain  Architecture ของ HK ใน Halothece sp. PCC7418  

 วิเคราะห* Domain Architecture ของ HK ใน Halothece sp. PCC7418 โดยใช<โปรแกรม pfam 33.1 

(http://pfam.xfam.org/) เพื่อศึกษาลักษณะรูปแบบของยีนกำหนดรหัส HK จากนั้นวิเคราะห*และจัดกลุfมยีน

กำหนดรหัส HK 

 3.1.2 การหา Gene Ontology (GO) function ของ HK ใน Halothece sp. PCC7418 

 หา GO function ของยีนกำหนดรหัส HK ใน Halothece sp. PCC 7418 โดยสืบค<นจาก Uniport 

(http://www.uniport .org/) เพื่อทำนายการทำงานของ HK ทั้ง 17 ยีน 

 3.1.3 วิเคราะห;หาลำดับนิวคลีโอไทด;ของยีนกำหนดรหัส HK 

 หาลำดับนิวคลีโอไทด*ของยีนกำหนดรหัส HK ใน Halothece sp. PCC7418 จากฐานข<อมูล Kyoto 

Encyclopedia of Gene and Genomes; KEGG เพื่อสืบค<นลำดับนิวคลีโอไทด*ของยีนกำหนดรหัส HK ทั้ง 17 ยีน 

จากนั้นนำลำดับนิวคลีโอไทด*ดังกลfาวใช<ในการออกแบบไพรเมอร*ในขั้นตอนตfอไป 
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3.2 การออกแบบไพรเมอร; 

 

 ออกแบบไพรเมอร*สำหรับวิเคราะห*การแสดงออกของยีนโดยใช<โปรแกรม Perlprimer v1.1.21 

(http//perlprimer.sourceforge.net/download.html) โดยกำหนดให<ความยาวของไพรเมอร*มีขนาด 15 คูfเบส 

อุณหภูมิหลอมเหลว (Tm) เทfากับ 40-60 องศาเซลเซียส และผลิตภัณฑ*จากการทำ PCR มีความยาวเทfากับ 300 คูf

เบส โดยพิจารณาเลือกคูfไพรเมอร*ที่เข<าจับยีนตำแหนfงที่ไมfอยูfปลายด<านใดด<านหนึ่งมากเกินไป และมีคfาอุณหภูมิ

หลอมเหลว (Tm) ที่ใกล<เคียงกันมากที่สุด เพื่อใช<สังเคราะห*ไพรเมอร*ในขั้นตอนตfอไป 

 

3.3 การเลี้ยง Halothece sp. PCC7418 ในภาวะปกติ 

 

 3.3.1 อาหารและภาวะในการเลี้ยง Halothece sp. PCC7418 

 เลี้ยง Halothece sp. PCC7418 ในอาหาร Blue Green medium (BG11) + Turk Solution แสดงใน

ภาคผนวก ก ที่มีความเข<มข<นเกลือโซเดียมคลอไรด* 0.5 โมลาร* บfมที่อุณหภูมิห<อง (~30 องศาเซลเซียส) มีการเขยfา 

(120 rpm) และให<แสงฟลูออเรสเซนต* (~1900 lux) ตลอดเวลา หลังจากนั้นติดตามการเจริญของเซลล* 

Halothece sp. PCC7418 โดยวัดคfาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 730 นาโนเมตร โดยใช<เครื่องสเปคโตรโฟโตร

มิเตอร* โดยใช<อาหาร Blue Green medium (BG11) + Turk Solution เปnน blank เลี้ยงเซลล*จนกระทั่งเมื่อวัด

คfาการดูดกลืนแสงอยูfในชfวง 0.6-0.8 แล<วเก็บตัวอยfางเซลล*ในขั้นตอนตfอไป 

 

 3.3.2 การเก็บตัวอยKางเซลล; เพื่อนำเซลล;มาเพาะเลี้ยงในภาวะเครียด 

 เก็บเซลล*โดยแบfงเชื้อใสfขวดเซนทริฟ¢วจ* 25 มิลลิลิตร จำนวน 5 ขวด (ขวดที่หนึ่งเปnนเซลล*สfวนที่ไมfได<รับ

ความเครียดหรือเปnนชุดควบคุม สfวนขวดที่ 2-5 เปnนสfวนที่ได<รับความเครียดเปnนเวลา 0.5, 1, 3 และ 6 ชั่วโมง 

ตามลำดับ) จากนั้นนำไปป£¯นเหวี่ยงด<วยการเซนทริฟ¢วจ*ที่ความเร็ว 8,000 รอบตfอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เปnนเวลา 10 นาที หลังจากป£¯นเหวี่ยงเซลล*แล<วแยกอาหารเลี้ยงเชื้อออกจากเซลล* แล<วแบfงใสfหลอดไมโครเซนทริ

ฟ¢วจ* โดยแบfงให<ได<น้ำหนักเป{ยกประมาณ 30-50 มิลลิกรัม แล<วป£¯นเหวี่ยงด<วยการเซนทริฟ¢วจ*ที่ความเร็ว 10,000 

รอบตfอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปnนเวลา 5 นาที เพื่อแยกอาหารเลี้ยงเชื้อออกจากเซลล* แล<วเก็บตะกอน

เซลล*จากขวดที่หนึ่งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส สfวนตัวอยfางเซลล*ที่ต<องได<รับความเครียด (ตัวอยfางเซลล*จาก

ขวดที่ 2-5) จะถูกเลี้ยงในอาหารที่สร<างภาวะความเครียดให<กับเซลล*ในขั้นตอนตfอไป 
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3.3.3 การเลี้ยง	Halothece sp. PCC7418 ภายใตDภาวะเครียดจากเกลือ (salt stress) 

 นำตัวอยfางเซลล*จากขวดที่ 2-5 ที่อยูfในหลอดไมโครเซนทริฟ¢วจ* ในข<อ 3.3.2 มาเลี้ยงในอาหาร Blue 

Green medium (BG11) + Turk Solution แสดงในภาคผนวก ก ที่มีความเข<มข<นเกลือโซเดียมคลอไรด* 2.0 โม

ลาร* บfมที่อุณหภูมิห<อง (~30 องศาเซลเซียส) มีการเขยfา (120 rpm) และให<แสงฟลูออเรสเซ็นต* (~1900 lux) 

ตลอดเวลา เปnนเวลา 6 ชั่วโมง โดยเก็บตัวอยfางที่เวลา 0.5, 1, 3 และ 6 ชั่วโมง ตามลำดับ แบfงใสfหลอดไมโครเซนท

ริฟ¢วจ* โดยแบfงให<ได<น้ำหนักเป{ยกประมาณ 30-50 มิลลิกรัม แล<วป£¯นเหวี่ยงด<วยการเซนทริฟ¢วจ*ที่ความเร็ว 10,000 

รอบตfอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปnนเวลา 5 นาที เพื่อแยกอาหารเลี้ยงเชื้อออกจากเซลล* แล<วเก็บตะกอน

เซลล*จากขวดที่หนึ่งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อนำไปใช<สกัด RNA ในขั้นตอนตfอไป 

 

3.4 การสกัด total RNA  

 

 นำเซลล*ที่เก็บได<จากภาวะที่ใช<ทดลอง ในขั้นตอน 3.3.2-3.3.3 มาสกัด total RNA ด<วยสารละลาย 

Trizol® reagent ตามวิธีแนะนำจากผู<ผลิต โดยมีขั้นตอนดังนี้ เริ่มจากเติม Trizol® reagent ปริมาตร 1,000 

ไมโครลิตร ผสมกับเซลล*	Halothece sp. PCC7418 ที่มีน้ำหนักเป{ยก 30-50 มิลลิกรัม ผสมให<เข<ากัน จากนั้นดูด

สารละลายทั้งหมดลงในโกรfงที่เย็นจัด (แชfที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสอยfางน<อย 1 คืน) และบดเซลล*เพื่อให<เซลล*

แตก จนสังเกตได<จากเซลล*มีลักษณะเปnนผง รอให<เซลล*ละลายแล<วดูดสารละลายทั้งหมดใสfในหลอดไมโครเซนทริ

ฟ¢วจ* จากนั้นเติมคลอโรฟอร*มที่เย็น ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให<เข<ากัน และตั้งทิ้งไว<ที่อุณหภูมิห<อง 3 นาที และ

นำไปป£¯นเหวี่ยงด<วยการเซนทริฟ¢วจ*ที่ความเร็ว 12,000 รอบตfอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปnนเวลา 15 นาที 

เพื่อแยกตัวกลางที่ใช<ในการสกัด จากนั้นดูดสfวนใสที่อยูfชั้นบนใสfในหลอดไมโครเซนทริฟ¢วจ*หลอดใหมf แล<วเติมไอโซ

โพรพานอลที่เย็นปริมาตร 500 ไมโครลิตร บfมที่อุณหภูมิห<องเปnนเวลา 10 นาที และนำไปป£¯นเหวี่ยงด<วยการเซนทริ

ฟ¢วจ*ที่ความเร็ว 12,000 รอบตfอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปnนเวลา 15 นาที ดูดสารละลายใสออก จากนั้น

ล<างตะกอนด<วย 70% เอทานอลที่เย็น ปริมาตร 1,200 ไมโครลิตร และนำไปป£¯นเหวี่ยงด<วยการเซนทริฟ¢วจ*ที่

ความเร็ว 7,500 รอบตfอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปnนเวลา 10 นาที จากนั้นดูด 70% เอทานอล ออกให<

ได<มากที่สุด แล<วทำให<ตะกอนแห<งโดยการคว่ำหลอดไว<ประมาณ 20 นาที แตfต<องไมfแห<งมากจนเกินไป จากนั้น

ละลายตะกอนด<วยน้ำที่ปราศจาก RNase หรือน้ำ diethyl pyrocarbonate (DEPC) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แล<ว

บfมที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปnนเวลา 10 นาที 

 แบfงสารละลาย RNA ที่ได<บางสfวนไปตรวจสอบความเข<มข<นของ RNA ด<วยเครื่องนาโนดรอป 200 และ

ตรวจสอบคุณภาพของ RNA ด<วยการรันเจลอิเล็กโตรโฟริสิส และเปลี่ยน RNA ที่เหลือเปnน cDNA ในขั้นตอนตfอไป 
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3.4.1 การตรวจสอบคุณภาพของ RNA ดDวยการรันเจลอิเล็กโตรโฟริสิส (electrophoresis) 

 รันเจลอิเล็กโตรโฟริสิส โดยใช< agarose gel 1.2% (w/v) ที่มีการ precast ด<วยสี SYBR safe และโหลด 

marker VC 1 kb เพื่อเทียบขนาดของ RNA โดยใช<บัฟเฟอร* 1X TAE เปnนตัวกลางในการนำกระแสไฟฟ°า ให<

กระแสไฟฟ°ามีคfาเทfากับ 100 โวลต* เปnนเวลา 20 นาที จากนั้นนำเจลไปวิเคราะห*ด<วยเครื่อง Gel docTM EZ และ

อfานผลด<วยโปรแกรม Image Lab (http://www.bio-red.com/en-th/product/image-lab-

software?ID=KRE6P5E8Z)  

 

3.5 การเปลี่ยน RNA ใหDเป�น cDNA 

 

 เจือจาง RNA ที่สกัดได<ด<วยนน้ำ DEPC ให<มีความเข<มข<น 2,500 ng/µl เทfากันทุกชุดการทดลอง จากนั้นใช<

ชุดสำเร็จเปลี่ยน RNA ที่สกัดได<เปnน cDNA ตามวิธีการที่ชุดสำเร็จแนะนำ โดยใช<ชุดสำเร็จ SuperScript®III  

 สำหรับชุดสำเร็จ SuperScript®III จะใช< RNA ตั้งต<นปฏิกิริยา 2,500 นาโนกรัม ซึ่งชุดสำเร็จมีองค*ประกอบ

หลักในการทำปฏิกิริยา ได<แกf Random hexamer, 10mM dNTP, น้ำปราศจาก RNase (treated DEPC water), 

10X RT buffer, 25mM MgCl2, 0.1M DTP, RNase OUT, SuperScript®III Reverse Transcriptase และ RNase 

H จากนั้นเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

 

3.6 Semi-quantitative RT-PCR เพื่อศึกษาระดับการแสดงออกของยีนกำหนดรหัส Histidine kinase ใน 

Halothece sp. PCC7418 

 

 นำ cDNA มาเพิ่มจำนวนโดยการ PCR มีขั้นตอน ได<แกf initial denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศา

เซลเซียส เปnนเวลา 5 นาที จากนั้นเข<าสูfขั้นตอน denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปnนเวลา 30 วินาที 

ตามด<วยการ annealing ให< primer จับกับ DNA แมfแบบ ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปnนเวลา 30 วินาที และ

การ extension เพื่อสังเคราะห* DNA สายใหมf ที่อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส เปnนเวลา 30 วินาที ทำ 3 ขั้นตอนนี้

ซ้ำ เปnนจำนวนประมาณ 25 รอบ และขั้นตอน final extension ที่อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส เปnนเวลา 5 นาที 

โดยจำนวนรอบและ annealing temperature ในการทำอาจแตกตfางกันในแตfละยีน ตามความเหมาะสมและ

ผลิตภัณฑ* PCR ที่ได< สำหรับการทดลองนี้ใช< AprnpB เปnนยีนควบคุมภายใน 

 



15	
	

จากนั้น ผลิตภัณฑ*จากการทำ PCR มารันเจลอิเล็กโตรโฟริสิส โดยใช< agarose gel 1.2% (w/v) และย<อม

สีด<วยสี SYBR safe และโหลด wide range DNA ladder เพื่อเทียบขนาดของ DNA โดยใช<บัฟเฟอร* 1X TAE เปnน

ตัวกลางในการนำกระแสไฟฟ°า ให<กระแสไฟฟ°ามีคfาเทfากับ 100 โวลต* เปnนเวลา 20 นาที จากนั้นนำเจลไปวิเคราะห*

ด<วยเครื่อง Gel docTM EZ และอfานผลด<วยโปรแกรม Image Lab (http://www.bio-red.com/en-

th/product/image-lab-software?ID=KRE6P5E8Z) และคำนวณทางสถิติด<วยโปรแกรม IBM SPSS V22 

(http://www.it.chula.ac.th/th/th/spss-v22) 
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ภาพที่ 3.1 : แผนผังการดำเนินการทดลอง  

1. การวเิคราะห์ชีวสน

เทศของ HK ใน 

Halothece

sp.PCC7418 

การวเิคราะห์ 

Domain 

architecture ของ 

HK ใน Halothece

sp.PCC7418 

การหา Gene 
Ontology function 

ของ HK ใน 

Halothece 

sp.PCC7418 

การวเิคราะห์หาลาํดบั

นิวคลีโอไทดข์องยนี

กาํหนดรหสั HK 

2. การออกแบบไพร

เมอร์ 

ออกแบบไพรเมอร์

ที?จาํเพาะต่อยนีที?

ศึกษาดว้ยโปรแกรม 

PerlPrimer 

3.การเลี<ยง 

Halothece 

sp.PCC7418 

เตรียมอาหาร BG-

11+Turk solotion 

ติดตามการเจริญของ

เชืLอโดยวธีิ 

spectrophotometry

เกบ็เซลลเ์พื?อ

นาํไปใชใ้นการศึกษา

การแสดงออกของ

ยนีภายใตภ้าวะเครียด

เลีLยง Halothece 
sp.PCC7418 

ภายใตภ้าวะเครียด

จากเกลือ

4. การสกดั total 

RNA 

สกดั total RNA 

โดยใช ้TRIzol 

reagent 

ตรวจสอบคุณภาพ

ของ RNA โดยการ

รันเจลอิเลก็โตรโฟ

ริสิส 

5. การเปลีAยน RNA ให้

เป็น cDNA 

เปลี?ยน RNA เป็น 

cDNA โดยใชชุ้ด

สาํเร็จ 

SuperScript®III  

6. Semi-
quantitative RT-

PCR 

PCR เพื?อศึกษาระดบั

การแสดงออกของ

ยนีที?ศึกษา 

ตรวจสอบระดบัการ

แสดงออกของยนี

ดว้ยการรัน

เจลอิเลก็โตรโฟริสิส 

วเิคราะห์การ

แสดงออกดว้ยวธีิ

ทางสถิติ 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง และอภิปรายผลการทดลอง 

 

4.1 การวิเคราะห;ขDอมูลสารสนเทศของ HK ใน Halothece sp. PCC7418 

 

 เพื่อรับรู<และตอบสนองตfอการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดล<อมและสภาวะความเครียด ในไซยาโนแบคทีเรียใช< 

TCS เปnนกลไกการสfงสัญญาณที่สำคัญ โดย TCS ประกอบด<วยเซนเซอร* HK และ RR การสfงสัญญาณโดยใช<

หลักการของ TCS นั้นเกิดขึ้นโดยการเป¢ดใช<งานโดเมนไคเนสขององค*ประกอบในเซนเซอร* ซึ่งเกิดขึ้นโดยทั่วไปใน

การตอบสนองตfอลิแกนด*ที่จับกับโดเมนตัวรับ และจากนั้นโดเมนตัวรับสัญญาณกระตุ<นการถfายโอนฟอสเฟตจาก 

ATP ไปยังไซต*ที่ตอบสนองตfอการทำงาน ฟอสเฟตนี้ถูกถfายโอนจากตัวรับไปยัง Asp ในโปรตีน effector เพื่อ

กระตุ<นการตอบสนองตfอการควบคุม (ภาพที่ 4.1) สfงผลให<เกิดการเปลี่ยนแปลงในการควบคุมการถอดรหัส 

 

 
 

ภาพที่ 4.1 : การตอบสนองตfอการควบคุมไปยังตัวควบคุมที่สองของในระบบรีเลย*แบบ His-Asp-His 

 

TCS สำหรับออโต<ฟอสโฟรีเลชั่นของ HK เซนเซอร*รับรู<การกระตุ<นภายนอกเซลล* สารตั้งต<นสำหรับไคเนส 

คือสารควบคุมการตอบสนองซึ่งกลายเปnนฟอสโฟรีเลชั่นบนเรซิดิวซ*แอสพาเทตที่เฉพาะเจาะจง ในไซยาโน

แบคทีเรียตัวควบคุมการตอบสนองโดยทั่วไปจะมีโดเมนรfวมกันที่มีเรซิดิวซ*แอสพาเทตและไลซีนอยfางน<อยสองตัว 

ตัวรับ HK เปnนโปรตีนแบบโฮโมไทเมอร*และมีฟอสโฟรีเลชั่นทั้งแบบทรานส* และ ซิส 
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จากการสืบค<นฐานข<อมูล KEGG และ NCBI พบวfา ในไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 ที่ใช<

ในการศึกษา ซึ่งมีจีโนมสมบูรณ*ในฐานข<อมูล KEGG พบยีนกำหนดรหัส HK ที่เกี่ยวข<องกับ TCS ทั้งหมด 17 ยีน 

ได<แกf PCC7418_0715, PCC7418_0766 , PCC7418_1721, PCC7418_1838, PCC7418_2050, 

PCC7418_2178, PCC7418_2200, PCC7418_2222, PCC7418_2265, PCC7418_2611, PCC7418_2615, 

PCC7418_2831, PCC7418_2832, PCC7418_3282, PCC7418_3344, PCC7418_3363 และ 

PCC7418_3509 ซึ่งทั้ง 17 ยีนนี้มีความยาวของนิวคลีโอไทด* และจำนวนกรดอะมิโนแตกตfางกัน (ตารางที่ 4.1) 

นอกจากนั้น เมื่อศึกษารูปแบบองค*ประกอบ และการจัดเรียงของโดเมนยังพบวfามีความแตกตfางกัน (ตารางที่ 4.2) 

และจากการหาลำดับนิวคลีโอไทด*ของยีนกำหนดรหัส HK ทั้ง 17 ยีนจากฐานข<อมูล KEGG จะได<ลำดับนิวคลีโอไทด*

ดังแสดงในภาคผนวก ข. 

 

ยีนที่กำหนดรหัส HK ที่กลfาวถึงในงานวิจัยนี้ สามารถจัดแยกได< ดังนี้ ยีน PCC7418_3509 จัดอยูfในคลาส 

Incomplete HK, ยีน PCC7418_0766, PCC7418_1721, PCC7418_2611 และ PCC7418_2615 จัดอยูfใน

คลาส HK class I kinases (HKI), ยีน PCC7418_2200, PCC7418_2265 และ PCC7418_3363 จัดอยูfในคลาส 

HK class II (HKII), ยีน PCC7418_2050 จัดอยูfในคลาส HK class III (HKIII), ยีน PCC7418_0715, 

PCC7418_1838, PCC7418_2178, PCC7418_2222, PCC7418_2832 และ PCC7418_3344 จัดอยูfในคลาส 

HK class V (HKV) และมียีน 2 ยีน คือ PCC7418_2831 และ PCC7418_3282 ที่ไมfสามารถแยกคลาสได<จาก

การศึกษารูปแบบของโดเมนเบื้องต<นนี้ ดังนั้นจึงต<องมีการศึกษาทดลองในขั้นตfอไป 
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ตารางที่ 4.1 : การวิเคราะห;ชีวสารสนเทศของ HK และผลวิเคราะห; GO function ใน Halothece sp. PCC7418 

หมายเลขยีนที่ปรากฏใน

ฐานข<อมูล KEGG 

PCC7418_0715 PCC7418_0766 PCC7418_1721 PCC7418_1838 

หมายเลขยีนที่ปรากฏใน

ฐานข<อมูล Uniport 

K9Y940 K9Y991 K9YBX0 K9YAM0 

หมายเลข EC 2.7.13.3 2.7.13.3 - 2.7.13.3 

วิถีเมแทบอลิซึมที่เกี่ยวข<อง Two-component system - - Two-component system 

ฟ£งชั่นระดับโมเลกุล 

(Molecular function) 

phosphorelay sensor 

kinase activity 

phosphorelay sensor 

kinase activity 

phosphorelay sensor 

kinase activity 

phosphorelay sensor 

kinase activity 

Environmental 

Information Processing 

Signal transduction - - Signal transduction 

Protein families signaling and cellular 

processes 

- - signaling and cellular 

processes 

Protein kinases Histidine kinases 

• OmpR family 

- - Histidine kinases 

• CheA family 

ชนิดการเรfงปฏิกิริยา Transferases Transferase Transferase Transferase 

จำนวนนิวคลีโอไทด* (bp) 1101 1866 1347 2910 

จำนวนกรดอะมิโน 

(residue) 

366 621 448 969 

	

	



20	
	

ตารางที่ 4.1 : การวิเคราะห;ชีวสารสนเทศของ HK และผลวิเคราะห; GO function ใน Halothece sp. PCC7418 (ตKอ) 

หมายเลขยีนที่ปรากฏใน

ฐานข<อมูล KEGG 

PCC7418_2050 PCC7418_2178 PCC7418_2200 PCC7418_2222 

หมายเลขยีนที่ปรากฏใน

ฐานข<อมูล Uniport 

K9YDS5 K9YCY1 K9YD84 K9YBN8 

หมายเลข EC 2.7.13.3 - 2.7.13.3 2.7.13.3 

วิถีเมแทบอลิซึมที่เกี่ยวข<อง Two-component system - Two-component system Two-component system 

ฟ£งชั่นระดับโมเลกุล 

(Molecular function) 

phosphorelay sensor 

kinase 

phosphorelay sensor 

kinase activity 

phosphorelay sensor 

kinase activity 

phosphorelay sensor 

kinase activity 

Environmental 

Information Processing 

Signal transduction - Signal transduction - 

Protein families signaling and cellular 

processes 

- signaling and cellular 

processes 

signaling and cellular 

processes 

Protein kinases Histidine kinases 

• OmpR family 

- Histidine kinases 

• Spo family 

Histidine kinases 

Other 

ชนิดการเรfงปฏิกิริยา Transferases Transferase Transferases Transferases 

จำนวนนิวคลีโอไทด* (bp) 1995 1122 1173 1113 

จำนวนกรดอะมิโน 

(residue) 

664 373 390 379 
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ตารางที่ 4.1 : การวิเคราะห;ชีวสารสนเทศของ HK และผลวิเคราะห; GO function ใน Halothece sp. PCC7418 (ตKอ) 

หมายเลขยีนที่ปรากฏใน

ฐานข<อมูล KEGG 

PCC7418_2265 PCC7418_2611 PCC7418_2615 PCC7418_2831 

หมายเลขยีนที่ปรากฏใน

ฐานข<อมูล Uniport 

K9YD62 K9YFA2 K9YE52 K9YFT3 

หมายเลข EC 2.7.13.3 2.7.13.3 2.7.13.3 - 

วิถีเมแทบอลิซึมที่เกี่ยวข<อง - - Two-component system - 

ฟ£งชั่นระดับโมเลกุล 

(Molecular function) 

phosphorelay sensor 

kinase activity 

phosphorelay sensor 

kinase activity 

phosphorelay sensor 

kinase activity 

kinase activity 

Environmental 

Information Processing 

- - Signal transduction - 

Protein families - - signaling and cellular 

processes 

- 

Protein kinases - - Histidine kinases 

• OmpR family 

- 

ชนิดการเรfงปฏิกิริยา Transferase Transferase Transferases Transferase 

จำนวนนิวคลีโอไทด* (bp) 1953 1446 1314 879 

จำนวนกรดอะมิโน 

(residue) 

650 481 437 293 
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ตารางที่ 4.1 : การวิเคราะห;ชีวสารสนเทศของ HK และผลวิเคราะห; GO function ใน Halothece sp. PCC7418 (ตKอ) 

หมายเลขยีนที่ปรากฏใน

ฐานข<อมูล KEGG 

PCC7418_2832 PCC7418_3282 PCC7418_3344 PCC7418_3363 PCC7418_3509 

หมายเลขยีนที่ปรากฏใน

ฐานข<อมูล Uniport 

K9YDL9 K9YH16 K9YF23 K9YH91 K9YGU5 

หมายเลข EC - - 2.7.13.3 - - 

วิถีเมแทบอลิซึมที่

เกี่ยวข<อง 

Two-component 

system 

- Two-component 

system 

- - 

ฟ£งชั่นระดับโมเลกุล 

(Molecular function) 

phosphorelay sensor 

kinase activity 

kinase activity protein histidine 

kinase activity 

phosphorelay 

sensor kinase 

activity 

phosphorelay 

sensor kinase 

activity 

Environmental 

Information Processing 

Signal transduction - Signal transduction - - 

Protein families signaling and cellular 

processes 

- signaling and cellular 

processes 

- - 

Protein kinases Histidine kinases 

• CheA family 

- Histidine kinases 

• CheA family 

- - 

ชนิดการเรfงปฏิกิริยา Transferase Transferase Transferase Transferase Transferase 

จำนวนนิวคลีโอไทด* (bp) 2295 921 2868 1473 1347 

จำนวนกรดอะมิโน 

(residue) 

764 306 955 490 448 
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ตารางที่ 4.2 : แสดงแผนภาพรูปแบบโดเมนของยีนกำหนดรหัส HK ใน Halothece sp. PCC7418 

 

ยีน รูปแบบโดเมน ประเภทยีน 
PCC7418_0715	

 
HK class V  

PCC7418_0766 
 

HK class I  

PCC7418_1721 
 

HK class I  

PCC7418_1838 
 HK class V  

PCC7418_2050 
 

HK class III  

PCC7418_2178 
 

HK class V  

PCC7418_2200 
 

HK class II  

PCC7418_2222 
 

HK class V  

PCC7418_2265 
 

HK class V 

PCC7418_2611 
 

HK class I  

PCC7418_2615 
 

HK class I  

PCC7418_2831 
 ไมfสามารถ

จำแนกได< 
PCC7418_2832 

 HK class V  
PCC7418_3282 

 ไมfสามารถ

จำแนกได< 
PCC7418_3344 

 HK class V  
PCC7418_3363 

 
HK class II  

PCC7418_3509 
 

 

Incomplete 

HK 
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ยีนกำหนดรหัส HK ในไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 ที่สืบคDนจากฐานขDอมูล KEGG มี

รายละเอียดของโดเมนดังตKอไปนี้  

 

1. PCC7418_0715 

ชื่อโปรตีน : Adaptive-response sensory-kinase SasA 

ชื่อยีน : sasA 

คำนิยาม : HK ประเภท HK class V (HKV) เกี่ยวข<องกับ TCS อยูfในตระกูล OmpR อาจเกี่ยวข<องกับการสfง

สัญญาณ มีสfวนรfวมใน KaiABC clock protein complex ซึ่งถือเปnนตัวควบคุมหลัก เซอร*คาเดียนในไซยาโน

แบคทีเรียผfานการทำงานรfวมกับ KaiC จำเปnนสำหรับความทนทานของนา¹ิกาชีวภาพการแสดงออกของยีนเซอร*

คาเดียนและเกี่ยวข<องกับเอาต*พุทของสัญญาณนา¹ิกา 

 

 
 

องค;ประกอบของโดเมน 

โดเมน KaiB (สีเขียว): โปรตีนนา¹ิกาของไซยาโนแบคทีเรีย KaiA และ KaiB เปnนตัวควบคุมนา¹ิกาชีวภาพในไซยา

โนแบคทีเรีย มีรายงานกfอนหน<าวfาการกลายพันธุ*ของโปรตีนทั้งสองชนิดนี้ สfงผลให<เกิดการเปลี่ยนแปลงหรือยกเลิก

ความเปnนนา¹ิกาชีวภาพ KaiB มีรูปแบบการคดเคี้ยวแบบอัลฟา-เบต<าและพบวfาฟอร*มตัวเปnนไดเมอร* 

โดเมน HisKA (สีแดง): เปnนโดเมนไดเมอไรเซชันและโดเมนฟอสโฟเซบเตอร*ของ HK ซึ่งการแปลงสัญญาณ HK 

เปnนองค*ประกอบหลักในการถfายทอดสัญญาณของ TCS 

โดเมน HATPase_c (สีมKวง): โดเมนนี้พบในโปรตีนที่จับกับ ATP หลายชนิด ได<แกf HK,	 DNA gyrase B-, 

phytochrome-like ATPases 
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2. PCC7418_0766 

ชื่อโปรตีน : GAF sensor signal transduction histidine kinase 

ชื่อยีน : PCC7418_0766 

คำนิยาม : HK ประเภท HK class I (HKI) 

 

 
 

องค;ประกอบของโดเมน 

โดเมน HisKA (สีเขียว): เปnนโดเมนไดเมอไรเซชันและโดเมนฟอสโฟเซบเตอร*ของ HK ซึ่งการแปลงสัญญาณ HK 

เปnนองค*ประกอบหลักในการถfายทอดสัญญาณของ TCS 

โดเมน HATPase_c (สีแดง): โดเมนนี้พบในโปรตีนที่จับกับ ATP หลายชนิด ได<แกf HK,	 DNA gyrase B-, 

phytochrome-like ATPases 

 

3. PCC7418_1721 

ชื่อโปรตีน : Integral membrane sensor signal transduction histidine kinase 

ชื่อยีน : PCC7418_1721 

คำนิยาม : HK ประเภท HK class I (HKI) 

 

 
 

องค;ประกอบของโดเมน 

โดเมน HisKA (สีเขียว): เปnนโดเมนไดเมอไรเซชันและโดเมนฟอสโฟเซบเตอร*ของ HK ซึ่งการแปลงสัญญาณ HK 

เปnนองค*ประกอบหลักในการถfายทอดสัญญาณของ TCS 

โดเมน HATPase_c (สีแดง): โดเมนนี้พบในโปรตีนที่จับกับ ATP หลายชนิด ได<แกf HK,	 DNA gyrase B-, 

phytochrome-like ATPases 
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4. PCC7418_1838 

ชื่อโปรตีน : CheA signal transduction Histidine kinase 

ชื่อยีน : PCC7418_1838 

คำนิยาม : HK ประเภท HK class V (HKV) 

 

 
 

องค;ประกอบของโดเมน 

โดเมน HPT (สีเขียว): ประกอบด<วยเรซิดิวซ*ฮิสติดีนที่ทำปฏิกิริยาระหวfางฟอสโฟทรานเฟอร* โดเมนตรวจพบ

เฉพาะในยูแบคทีเรีย เกี่ยวข<องกับ TCS ชfวยให<แบคทีเรียสามารถรับรู<, ตอบสนองและปรับตัวให<เข<ากับ

สภาพแวดล<อมความเครียดและสภาวะการเจริญเติบโตที่หลากหลาย 

โดเมน HATPase_c (สีแดง): โดเมนนี้พบในโปรตีนที่จับกับ ATP หลายชนิด ได<แกf HK,	 DNA gyrase B-, 

phytochrome-like ATPases 

โดเมน CheW (สีน้ำเงิน): เปnนเรซิดิวซ*โดเมนที่พบในโปรตีนที่เกี่ยวข<องกับ TCS ที่ควบคุมการเคโมเทคซิสของ

แบคทีเรีย CheW สร<างขึ้นจากโดเมนที่คล<าย CheW เทfานั้น ซึ่งโดเมนที่คล<าย CheW เปnนสื่อกลางในการโต<ตอบ

ระหวfาง CheA และโปรตีนอะแดปเตอร* CheW  

โดเมน REC (สีเหลือง): เปnนโดเมนผู<รับ cheY-homologous โดยโดเมนนี้มีฟอสโฟเซบเตอร*ไซต*ที่ฟอสฟอรีเลต

โดย histidine kinase homologues 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



27	
	

5. PCC7418_2050 

ชื่อโปรตีน : multi-sensor signal transduction histidine kinase 

ชื่อยีน : PCC7418_2050 

คำนิยาม : HK ประเภท HK class III (HKIII) 

 

 
 

องค;ประกอบของโดเมน 

โดเมน HAMP (สีเขียว): โดเมน HAMP มีอยูfใน HK, อะดีนิลไซเคส, โปรตีนรับเมธิลและฟอสฟาเทส พบได<ใน

เซ็นเซอร*ตรวจจับแบคทีเรีย, โปรตีนเคโมเทคซิสและ HK ในยูคาริโอต โปรตีนของแบคทีเรียมักเปnนโปรตีนเมมเบรน

ที่สำคัญและเปnนสfวนหนึ่งของวิถีการถfายทอดสัญญาณสององค*ประกอบ โดเมน HAMP สามารถพบได<โดยเชื่อมโยง

กับโดเมนอื่น ๆ เชfน โดเมนฮิสทิดีนไคเนส, โดเมนตัวแปลงสัญญาณเคโมเทคซิสของแบคทีเรีย, โดเมน PAS, โดเมน 

EAL, โดเมน GGDEF, โดเมนที่คล<ายโปรตีนฟอสฟาเตส 2C, โดเมน guanylate cyclase หรือโดเมน RR ซึ่งมีการ

ระบุวfาโดเมน HAMP มีบทบาทในการควบคุมฟอสรีเลชั่นหรือเมทิลเลชั่นของตัวรับ homodimeric โดยการสfงการ

เปลี่ยนแปลงตามรูปแบบในโดเมนที่จับกับลิแกนด* periplasmic ไปยังโดเมนไคเนสสัญญาณไซโตพลาสซึมและ

โดเมน methyl-acceptor 

โดเมน PAS (สีแดง): โดเมน PAS เกี่ยวข<องกับโปรตีนการสfงสัญญาณหลายชนิดซึ่งใช<เปnนโดเมนเซ็นเซอร*สัญญาณ 

โดเมน PAS ปรากฏในอาร*เคีย, แบคทีเรียและยูคาริโอต โปรตีน PAS-domain หลายตัวเปnนตัวตรวจจับสัญญาณ

โดยอาศัยป£จจัยรfวมที่เกี่ยวข<อง โดเมน PAS มักเกี่ยวข<องกับโดเมน PAC โดยที่โดเมนเหลfานี้จะเชื่อมโยงโดยตรงและ

รวมกันเปnนสามมิติ การแบfงระหวfางโดเมน PAS และ PAC เกิดจากความแตกตfางที่สำคัญในลำดับในแถบที่เชื่อมตfอ

กับรูปแบบทั้งสองนี้ใน PAS  

โดเมน HisKA (สีน้ำเงิน): เปnนโดเมนไดเมอไรเซชันและโดเมนฟอสโฟเซบเตอร*ของ HK ซึ่งการแปลงสัญญาณ HK 

เปnนองค*ประกอบหลักในการถfายทอดสัญญาณของ TCS 

โดเมน HATPase_c (สีเหลือง): โดเมนนี้พบในโปรตีนที่จับกับ ATP หลายชนิด ได<แกf HK,	DNA gyrase B-, 

phytochrome-like ATPases 
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6. PCC7418_2178 

ชื่อโปรตีน : Response regulator receiver sensor signal transduction histidine kinase 

ชื่อยีน : PCC7418_2178 

คำนิยาม : HK ประเภท HK class V (HKV) 

 

 
 

องค;ประกอบของโดเมน 

โดเมน REC (สีเขียว): เปnนโดเมนผู<รับ cheY-homologous โดยโดเมนนี้มีฟอสโฟเซบเตอร*ไซต*ที่ฟอสฟอรีเลตโดย 

histidine kinase homologues 

โดเมน HisKA (สีแดง): เปnนโดเมนไดเมอไรเซชันและโดเมนฟอสโฟเซบเตอร*ของ HK ซึ่งการแปลงสัญญาณ HK 

เปnนองค*ประกอบหลักในการถfายทอดสัญญาณของ TCS 

โดเมน HATPase_c (สีน้ำเงิน): โดเมนนี้พบในโปรตีนที่จับกับ ATP หลายชนิด ได<แกf HK,	DNA gyrase B-, 

phytochrome-like ATPases 
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7. PCC7418_2200 

ชื่อโปรตีน : PAS/PAC sensor signal transduction histidine kinase 

ชื่อยีน : PCC7418_2200 

คำนิยาม : HK ประเภท HK class II (HKII) 

 

 
 

องค;ประกอบของโดเมน 

โดเมน PAS (สีเขียว): โดเมน PAS เกี่ยวข<องกับโปรตีนการสfงสัญญาณหลายชนิดซึ่งใช<เปnนโดเมนเซ็นเซอร*สัญญาณ 

โดเมน PAS ปรากฏในอาร*เคีย, แบคทีเรียและยูคาริโอต โปรตีน PAS-domain หลายตัวเปnนตัวตรวจจับสัญญาณ

โดยอาศัยป£จจัยรfวมที่เกี่ยวข<อง โดเมน PAS มักเกี่ยวข<องกับโดเมน PAC โดยที่โดเมนเหลfานี้จะเชื่อมโยงโดยตรงและ

รวมกันเปnนสามมิติ การแบfงระหวfางโดเมน PAS และ PAC เกิดจากความแตกตfางที่สำคัญในลำดับในแถบที่เชื่อมตfอ

กับรูปแบบทั้งสองนี้ใน PAS  

โดเมน HisKA (สีแดง): เปnนโดเมนไดเมอไรเซชันและโดเมนฟอสโฟเซบเตอร*ของ HK ซึ่งการแปลงสัญญาณ HK 

เปnนองค*ประกอบหลักในการถfายทอดสัญญาณของ TCS 

โดเมน HATPase_c (สีน้ำเงิน): โดเมนนี้พบในโปรตีนที่จับกับ ATP หลายชนิด ได<แกf HK,	DNA gyrase B-, 

phytochrome-like ATPases 
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8. PCC7418_2222 

ชื่อโปรตีน : Response regulator receiver sensor signal transduction histidine kinase 

ชื่อยีน : PCC7418_2222 

คำนิยาม : HK ประเภท HK class V (HKV) 

 

 
 

องค;ประกอบของโดเมน 

โดเมน REC (สีเขียว): เปnนโดเมนผู<รับ cheY-homologous โดยโดเมนนี้มีฟอสโฟเซบเตอร*ไซต*ที่ฟอสฟอรีเลตโดย 

histidine kinase homologue 

โดเมน HisKA (สีแดง): เปnนโดเมนไดเมอไรเซชันและโดเมนฟอสโฟเซบเตอร*ของ HK ซึ่งการแปลงสัญญาณ HK 

เปnนองค*ประกอบหลักในการถfายทอดสัญญาณของ TCS 

โดเมน HATPase_c (สีน้ำเงิน): โดเมนนี้พบในโปรตีนที่จับกับ ATP หลายชนิด ได<แกf HK,	DNA gyrase B-, 

phytochrome-like ATPases 

 

9. PCC7418_2265 

ชื่อโปรตีน : GAF sensor signal transduction histidine kinase 

ชื่อยีน : PCC7418_2265 

คำนิยาม : HK ประเภท HK class V (HKV) 

 

 
 

องค;ประกอบของโดเมน 

โดเมน DICT (สีเขียว): พบโดเมนนี้ที่เกี่ยวข<องกับโดเมนตัวเรfงปฏิกิริยาของ DIguanylate Cyclase และ ฟอสโฟ

ไดเอสเทอเรส และ TCS  (HK) ดังนั้นจึงถูกเรียกวfาโดเมน DICT โครงสร<างทุติยภูมิของโดเมนนี้ที่เปnนการพับ
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แบบอัลฟา + เบต<าด<วยแผfนเบต<าแบบเกลียว 4 แผfน ซึ่งจากรูปแบบดังกลfาวนี้โดเมนนี้จึงได<รับการคาดการณ*วfา

เกี่ยวข<องกับการทำงานของประสาทสัมผัส ซึ่งรวมถึงบทบาทในการตอบสนองตfอแสงเนื่องจากพบในแบคทีเรีย

สังเคราะห*แสงและฮาโลฟ¢ลิกอาร*เคีย 

โดเมน CHASE6_C (สีแดง): เปnนโดเมนเซ็นเซอร*สองสfวนนอกเซลล* (periplasmic) ที่พบใน HK และ	HD-GYP-

type c-di-GMP-specific phosphodiesterases โดยมีสfวนปลายด<าน N คือโดเมน DICT และสfวนปลายด<าน N 

คือโดเมนเซ็นเซอร*ในการสfงสัญญาณของแบคทีเรีย ซึ่งรวมถึงกลไกการรับความรู<สึกในแบคทีเรีย, ลักษณะโมเลกุล

ของการรับรู<สัญญาณ ซึ่งสfวนใหญfโดเมนนี้พบในไซยาโนแบคทีเรีย 

โดเมน GAF (สีน้ำเงิน): โดเมน GAF ตั้งชื่อตามโปรตีนบางชนิดที่พบใน ได<แกf cGMP-specific 

phosphodiesterase, adenylyl cyclase และ FhlA. นอกจากนี้ยังพบใน guanylyl cyclase และไฟโตโครม 

โครงสร<างของโดเมน GAF นั้นมีสfวนแบfงที่คล<ายกันกับโดเมน PAS Adenylyl และ guanylyl cyclase เรfงปฏิกิริยา 

ATP และ GTP ไปยัง messenger cAMP และ cGMP ตามลำดับ ผลิตภัณฑ*เหลfานี้จะควบคุมกิจกรรมการเรfง

ปฏิกิริยาโดยการจับกับโดเมน GAF ในทางตรงกันข<ามปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสจะถูกเรfงปฏิกิริยาโดยฟอสโฟไดเอสเทอ

เรส โดยที่ฟอสโฟไดเอสเทอเรสที่ขึ้นอยูfกับ cGMP 3 ', 5'-cyclic phosphodiesterase เปnนตัวเรfงปฏิกิริยาการ

เปลี่ยน guanosine 3', 5'-cyclic phosphate เปnน guanosine 5'-phosphate โดยมี cGMP ควบคุมการเรfง

ปฏิกิริยาโดยการจับกับโดเมน GAF  

โดเมน HisKA (สีเหลือง): เปnนโดเมนไดเมอไรเซชันและโดเมนฟอสโฟเซบเตอร*ของ HK ซึ่งการแปลงสัญญาณ HK 

เปnนองค*ประกอบหลักในการถfายทอดสัญญาณของ TCS 

โดเมน HATPase_c (สีมKวง): โดเมนนี้พบในโปรตีนที่จับกับ ATP หลายชนิด ได<แกf HK,	 DNA gyrase B-, 

phytochrome-like ATPase 
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10. PCC7418_2611 

ชื่อโปรตีน : integral membrane sensor signal transduction histidine kinase 

ชื่อยีน : PCC7418_2611 

คำนิยาม : HK ประเภท HK class I (HKI) 

 

 
 

องค;ประกอบของโดเมน 

โดเมน HisKA (สีเขียว): เปnนโดเมนไดเมอไรเซชันและโดเมนฟอสโฟเซบเตอร*ของ HK ซึ่งการแปลงสัญญาณ HK 

เปnนองค*ประกอบหลักในการถfายทอดสัญญาณของ TCS 

โดเมน HATPase_c (สีแดง): โดเมนนี้พบในโปรตีนที่จับกับ ATP หลายชนิด ได<แกf HK,	 DNA gyrase B-, 

phytochrome-like ATPases 

 

11. PCC7418_2615 

ชื่อโปรตีน : integral membrane sensor signal transduction histidine kinase 

ชื่อยีน : PCC7418_2615 

คำนิยาม : HK ประเภท HK class I (HKI) 

 

 
 

องค;ประกอบของโดเมน 

โดเมน HisKA (สีเขียว): เปnนโดเมนไดเมอไรเซชันและโดเมนฟอสโฟเซบเตอร*ของ HK ซึ่งการแปลงสัญญาณ HK 

เปnนองค*ประกอบหลักในการถfายทอดสัญญาณของ TCS 

โดเมน HATPase_c (สีแดง): โดเมนนี้พบในโปรตีนที่จับกับ ATP หลายชนิด ได<แกf HK,	 DNA gyrase B-, 

phytochrome-like ATPases 
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12. PCC7418_2831 

ชื่อโปรตีน : Putative CheA signal transduction histidine kinase 

ชื่อยีน : PCC7418_2831 

คำนิยาม : - 

 

 
 

องค;ประกอบของโดเมน 

โดเมน HPT (สีเขียว): ประกอบด<วยเรซิดิวซ*ฮิสติดีนที่ทำปฏิกิริยาระหวfางฟอสโฟทรานเฟอร* โดเมนตรวจพบ

เฉพาะในยูแบคทีเรีย เกี่ยวข<องกับ TCS ชfวยให<แบคทีเรียสามารถรับรู<, ตอบสนองและปรับตัวให<เข<ากับ

สภาพแวดล<อมความเครียดและสภาวะการเจริญเติบโตที่หลากหลาย 

 

13. PCC7418_2832 

ชื่อโปรตีน : Putative CheA signal transduction histidine kinase 

ชื่อยีน : PCC7418_2832 

คำนิยาม : HK ประเภท HK class V (HKV) 

 

 
 

องค;ประกอบของโดเมน 

โดเมน H-kinase_dim (สีเขียว): โดเมนบันเดิลแบบขดลวดนี้เปnนสfวนตfอประสานโฮโมดิเมอร*ของตระกูลฮิสทิดีน

ไคเนสที่ใช<ในการสfงสัญญาณ ซึ่งการถfายทอดสัญญาณฮิสทิดีนไคเนสนั้นเปnนองค*ประกอบหลักใน TCS ซึ่งมีบทบาท

ควบคุมกระบวนการที่ซับซ<อน เชfน การเริ่มต<นของการพัฒนาในจุลินทรีย* ตัวอยfางของ HK ได<แกf EnvZ ซึ่งมี

บทบาทสำคัญในการดูดซึม และ CheA ซึ่งมีบทบาทสำคัญในระบบเคโมเทคซิส HK มักจะมี ligand-binding 

domain บริเวณสfวนปลายด<าน N และโดเมนไคเนส บริเวณสfวนปลายด<าน C และอาจมีโดเมนอื่น ๆ อยูfรfวมด<วย 
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โดเมนไคเนสมีหน<าที่ในการสร<างออโต<ฟอสฟอรีเลชั่นของฮิสทิดีนด<วย ATP ฟอสโฟทรานเฟอร*จากไคเนสไปยัง

แอสพาเทตของตัวควบคุมการตอบสนองและฟอสโฟทรานเฟอร*จากแอสพาร*ติลฟอสเฟตกลับไปยัง ADP หรือสูfน้ำ  

โดเมน HATPase_c (สีแดง): โดเมนนี้พบในโปรตีนที่จับกับ ATP หลายชนิด ได<แกf HK,	 DNA gyrase B-, 

phytochrome-like ATPases 

โดเมน CheW (สีน้ำเงิน): เปnนเรซิดิวซ*โดเมนที่พบในโปรตีนที่เกี่ยวข<องกับ TCS ที่ควบคุมการเคโมเทคซิสของ

แบคทีเรีย CheW สร<างขึ้นจากโดเมนที่คล<าย CheW เทfานั้น ซึ่งโดเมนที่คล<าย CheW เปnนสื่อกลางในการโต<ตอบ

ระหวfาง CheA และโปรตีนอะแดปเตอร* CheW  

โดเมน REC (สีเหลือง): เปnนโดเมนผู<รับ cheY-homologous โดยโดเมนนี้มีฟอสโฟเซบเตอร*ไซต*ที่ฟอสฟอรีเลต

โดย histidine kinase homologues 

 

14. PCC7418_3282 

ชื่อโปรตีน : Putative CheA signal transduction histidine kinase 

ชื่อยีน : PCC7418_3282 

คำนิยาม : - 

 

 
 

องค;ประกอบของโดเมน 

โดเมน HPT (สีเขียว): ประกอบด<วยเรซิดิวซ*ฮิสติดีนที่ทำปฏิกิริยาระหวfางฟอสโฟทรานเฟอร* โดเมนตรวจพบ

เฉพาะในยูแบคทีเรีย เกี่ยวข<องกับ TCS ชfวยให<แบคทีเรียสามารถรับรู<, ตอบสนองและปรับตัวให<เข<ากับ

สภาพแวดล<อมความเครียดและสภาวะการเจริญเติบโตที่หลากหลาย 
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15. PCC7418_3344 

ชื่อโปรตีน : CheA signal transduction histidine kinase 

ชื่อยีน : PCC7418_3344 

คำนิยาม : HK ประเภท HK class V (HKV) 

 

 
 

องค;ประกอบของโดเมน 

โดเมน HPT (สีเขียว): ประกอบด<วยเรซิดิวซ*ฮิสติดีนที่ทำปฏิกิริยาระหวfางฟอสโฟทรานเฟอร* โดเมนตรวจพบ

เฉพาะในยูแบคทีเรีย เกี่ยวข<องกับ TCS ชfวยให<แบคทีเรียสามารถรับรู<, ตอบสนองและปรับตัวให<เข<ากับ

สภาพแวดล<อมความเครียดและสภาวะการเจริญเติบโตที่หลากหลาย 

โดเมน HATPase_c (สีแดง): โดเมนนี้พบในโปรตีนที่จับกับ ATP หลายชนิด ได<แกf HK,	 DNA gyrase B-, 

phytochrome-like ATPases 

โดเมน CheW (สีน้ำเงิน): เปnนเรซิดิวซ*โดเมนที่พบในโปรตีนที่เกี่ยวข<องกับ TCS ที่ควบคุมการเคโมเทคซิสของ

แบคทีเรีย CheW สร<างขึ้นจากโดเมนที่คล<าย CheW เทfานั้น ซึ่งโดเมนที่คล<าย CheW เปnนสื่อกลางในการโต<ตอบ

ระหวfาง CheA และโปรตีนอะแดปเตอร* CheW  

โดเมน REC (สีเหลือง): เปnนโดเมนผู<รับ cheY-homologous โดยโดเมนนี้มีฟอสโฟเซบเตอร*ไซต*ที่ฟอสฟอรีเลต

โดย histidine kinase homologue 
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16. PCC7418_3363 

ชื่อโปรตีน : GAF sensor signal transduction histidine kinase 

ชื่อยีน : PCC7418_3363 

คำนิยาม : HK ประเภท HK class II (HKII) 

 

 
 

องค;ประกอบของโดเมน 

โดเมน GAF (สีเขียว): โดเมน GAF ตั้งชื่อตามโปรตีนบางชนิดที่พบใน ได<แกf cGMP-specific 

phosphodiesterase, adenylyl cyclase และ FhlA. นอกจากนี้ยังพบใน guanylyl cyclase และไฟโตโครม 

โครงสร<างของโดเมน GAF นั้นมีสfวนแบfงที่คล<ายกันกับโดเมน PAS Adenylyl และ guanylyl cyclase เรfงปฏิกิริยา 

ATP และ GTP ไปยัง messenger cAMP และ cGMP ตามลำดับ ผลิตภัณฑ*เหลfานี้จะควบคุมกิจกรรมการเรfง

ปฏิกิริยาโดยการจับกับโดเมน GAF ในทางตรงกันข<ามปฏิกิริยาไฮโดรลิซิสจะถูกเรfงปฏิกิริยาโดยฟอสโฟไดเอสเทอ

เรส โดยที่ฟอสโฟไดเอสเทอเรสที่ขึ้นอยูfกับ cGMP 3 ', 5'-cyclic phosphodiesterase เปnนตัวเรfงปฏิกิริยาการ

เปลี่ยน guanosine 3', 5'-cyclic phosphate เปnน guanosine 5'-phosphate โดยมี cGMP ควบคุมการเรfง

ปฏิกิริยาโดยการจับกับโดเมน GAF  

โดเมน HisKA (สีแดง): เปnนโดเมนไดเมอไรเซชันและโดเมนฟอสโฟอะเซบเตอร*ของ HK ซึ่งการแปลงสัญญาณ HK 

เปnนองค*ประกอบหลักในการถfายทอดสัญญาณของ TCS 

โดเมน HATPase_c (สีน้ำเงิน): โดเมนนี้พบในโปรตีนที่จับกับ ATP หลายชนิด ได<แกf HK,	DNA gyrase B-, 

phytochrome-like ATPases 
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17. PCC7418_3509 

ชื่อโปรตีน : histidine kinase 

ชื่อยีน : PCC7418_3509 

คำนิยาม : HK ประเภท Incomplete HK 

 

 
 

องค;ประกอบของโดเมน 

โดเมน HisKA (สีฟ�า): เปnนโดเมนไดเมอไรเซชันและโดเมนฟอสโฟเซบเตอร*ของ HK ซึ่งการแปลงสัญญาณ HK เปnน

องค*ประกอบหลักในการถfายทอดสัญญาณของ TCS 

 

4.2 ออกแบบไพรเมอร; 

 

 จากการนำลำดับนิวคลีโอไทด*ของยีนกำหนดรหัส HK ทั้ง 17 ยีน ที่เลือกจากฐานข<อมูล KEGG มา

ออกแบบไพรเมอร* ด<วยโปรแกรม PerlPrimer โดยเลือกคูfไพรเมอร*ไปสังเคราะห*สำหรับใช<ในการทดลองขั้นถัดไป 

ดังรายละเอียดในตารางที่ 4.3 และระบายด<วยแทบสีในภาคผนวก ข. 
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ตารางที่ 4.3 : ไพรเมอร;สำหรับวิเคราะห;ระดับการแสดงออกของยีนกำหนดรหัส HK ใน Halothece sp. PCC7418 

 

ไพรเมอร; ลำดับนิวคลีโอไทด; Tm(°C) ความยาว (bp) ขนาดแอมพลิคอน(bp) 

PCC7418_0715-Forward 

PCC7418_0715-Reverse 

5’ – CTGCTTCCATTGCGA – 3’ 

5’ – GCATGAGCATCAGGA – 3’ 

53.58 

52.32 

15 300 

PCC7418_0766-Forward 

PCC7418_0766-Reverse 

5’ –ATGTTGCGCTATGCT– 3’ 

5’ –CCATCTGTGACTCGG– 3’ 

52.73 

52.47 

15 300 

PCC7418_1721-Forward 

PCC7418_1721-Reverse 

5’ –TGAATTAAGGACTCC– 3’ 

5’ –AGTAACCTGTATCTG– 3’ 

44.47 

43.74 

15 300 

PCC7418_1838-Forward 

PCC7418_1838-Reverse 

5’ –GTCAGCGTCAACAGC– 3’ 

5’ –TCCACCATGGGAGGA– 3’ 

54.97 

55.01 

15 300 

PCC7418_2050-Forward 

PCC7418_2050-Reverse 

5’ –CATTGCTGATGGTGC– 3’ 

5’ –TAAGACGCGAGTGAG– 3’ 

52.14 

51.72 

15 300 

PCC7418_2178-Forward 

PCC7418_2178-Reverse 

5’ –ATCCGCCAAGAAGAG– 3’ 

5’ –ATTCTCCTAACGCCC– 3’ 

51.83 

51.40 

15 300 

PCC7418_2200-Forward 

PCC7418_2200-Reverse 

5’ –TTGAATTGCCTCCGC– 3’ 

5’ –TCTGTCTCCACTGCT– 3’ 

53.93 

52.62 

15 300 

PCC7418_2222-Forward 

PCC7418_2222-Reverse 

5’ –TTATTATGGTCACTG– 3’ 

5’ –ACACTAATTTGTTCC– 3’ 

41.76 

43.32 

15 300 

PCC7418_2265-Forward 

PCC7418_2265-Reverse 

5’ –ACGAAATTTGGCCCG– 3’ 

5’ –TCGGCTTGGGTAAGG– 3’ 

54.33 

54.57 

15 300 
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ตารางที่ 4.3 : ไพรเมอร;สำหรับวิเคราะห;ระดับการแสดงออกของยีนกำหนดรหัส HK ใน Halothece sp. PCC7418 (ตKอ) 

ไพรเมอร; ลำดับนิวคลีโอไทด; Tm(°C) ความยาว (bp) ขนาดแอมพลิคอน(bp) 

PCC7418_2615-Forward 

PCC7418_2615-Reverse 

5’ –TTGCGGGAATTAGCT– 3’ 

5’ –AACGCATCCAAAGGA– 3’ 

51.63 

51.94 

15 300 

PCC7418_2831-Forward 

PCC7418_2831-Reverse 

5’ –GACGCAGAAGCAGCC– 3’ 

5’ –CGATCGCGCTGTTGG– 3’ 

57.77 

58.36 

15 300 

PCC7418_2832 -Forward 

PCC7418_2832-Reverse 

5’ –GCATAGAAGCCACCG– 3’ 

5’ –ATTTGATCGCGCACC– 3’ 

53.83 

54.60 

15 300 

PCC7418_3282-Forward 

PCC7418_3282-Reverse 

5’ –ACCCGTTTGGAATCG– 3’ 

5’ –GATCGCAGGTGTTCC– 3’ 

53.07 

53.74 

15 300 

PCC7418_3344-Forward 

PCC7418_3344-Reverse 

5’ –CGACGGGTGATTCGA– 3’ 

5’ –TTTCCTGCAAACGCG– 3’ 

55.34 

55.19 

15 300 

PCC7418_3363-Forward 

PCC7418_3363-Reverse 

5’ –CGTCAACAAGCCCAG– 3’ 

5’ –GCTGGAGACGTTCAC– 3’ 

54.41 

53.70 

15 300 

PCC7418_3509-Forward 

PCC7418_3509-Reverse 

5’ –GAAGAAACAGCCCAC– 3’ 

5’ –AATCGCTGACCAGAC– 3’ 

51.03 

52.32 

15 300 

	

 

 

 

 



40	
	

4.3 การสกัด total RNA จากไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 

 

 จากการสกัด total RNA โดยใช<สารละลาย Trizol® reagent เมื่อนำสารสกัด RNA ที่สกัดได<ไปวัดความ

เข<มข<นด<วยเครื่องนาโนดรอป รวมทั้งวัดคfาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (A260), 280 นาโนเมตร 

(A280) เพื่อตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ RNA โดยหาคfาอัตราสfวน A260/ A280 ซึ่งใช<บfงบอกได<วfามีโปรตีนปนเป½¾อนมา

ด<วยในปริมาณมากหรือไมf นอกจากนี้ยังมีการตรวจสอบคุณภาพของ total RNA ที่สกัดได<โดยการรันเจลอิเล็กโตร

โฟริสิส โดยใช< RNA ปริมาณ 2,500 นาโนกรัม พบวfา band ที่ถูกตรวจวัดได< จะมีประกอบด<วย 3 สfวนหลัก นั่นคือ 

สfวนของ 23S rRNA ที่มีขนาด 1,500-1,800 คูfเบส, สfวนของ 16S rRNA ที่มีขนาดประมาณ 1,000 คูfเบส และสfวน

ของ RNA ขนาดเล็ก (small RNAs) ที่มีขนาดน<อยกวfา 500 คูfเบส ซึ่งจะเปnนแทบเข<มหนาอยูfด<านลfางของ 2 band 

แรก ดังแสดงรายละเอียดในภาพที่ 4.2 ซึ่งเปnนภาพผลการรันเจลอิเล็กโตรโฟริสิสของ total RNA 

 

             M        RNA 

 

 

 

 1,500 bp. 

 1,000 bp.  
  

   500 bp. 

 

ภาพที่ 4.2 : เจลอิเล็กโตรโฟริสิสของ RNA ที่สกัดไดDจาก Halothece sp. PCC7418 

โดยกำหนดให< M คือ DNA marker และ RNA หมายถึง RNA ที่สกัดได<จากเซลล*ที่เลี้ยงภายใต<ภาวะปกติ 
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สำหรับการตรวจสอบผลการสกัด RNA จากไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 ที่เลี้ยงในภาวะ

ปกติ และที่เลี้ยงภายใต<ภาวะเครียดจากเกลือ ตามเวลาที่ได<กลfาวในข<างต<น (0.5, 1, 3 และ 6 ชั่วโมง ตามลำดับ) ซึ่ง

หากผลการรันเจลอิเล็กโตรโฟริสิสได<ผลที่มีรูปแบบดังแสดงในภาพที่ 4.3 และมีความคมชัดของ band แสดงวfาการ

สกัด RNA ในครั้งนั้นได<ผลิตภัณฑ* RNA ที่สมบูรณ*และมีคุณภาพดี โดยในการรันเจลอิเล็กโทรโฟริสิสแตfละครั้งจะรัน

บนเจลที่มีความเข<มข<นของอะกาโรส 1.2% (w/v) ที่พรีแคส (precasted) ด<วยสี SYBR®  

ผลการันเจลอิเล็กโตรโฟริสิสในภาพที่ 4.3 ซึ่งจะเห็นได<วfา RNA ที่สกัดได<มีความเข<มข<นสูง มีความบริสุทธิ์ 

และผลการรันเจลอิเล็กโตรโฟริสิสมีรูปแบบที่เห็นทั้งสfวนของ 23S rRNA, 16S rRNA และสfวนของ RNA ขนาดเล็ก 

(small RNAs) อยfางชัดเจนและมีความคมชัดของ band ซึ่งจะสังเกตได<วfาสfวนของ RNA ขนาดเล็ก (small RNAs) 

ของเซลล*ที่เลี้ยงภายใต<ภาวะความเครียดจากเกลือมีปริมาณมาก เมื่อเทียบกับเซลล*ที่เลี้ยงในภาวะปกติ สfวนผลการ

วัดคfาการดูดกลืนแสงด<วยเครื่องนาโนดรอป แสดงไว<ในภาคผนวก ค. 

 

  M      0        0.5          1          3      6 hours after salt stress 

 

 

 

1,500 bp.  

1,000 bp.   

  500 bp. 

 

ภาพที่ 4.3 : เจลอิเล็กโตรโฟริสิสของ RNA ที่สกัดไดDจาก Halothece sp. PCC7418 

โดยกำหนดให< M คือ DNA marker สfวน 0 หมายถึง RNA ที่สกัดได<จากเซลล*ที่เลี้ยงภายใต<ภาวะปกติ และ 0.5, 1, 

3 และ 6 หมายถึง RNA ที่สกัดได<จากเซลล*ที่เลี้ยงภายใต<ภาวะเครียดจากเกลือที่มีความเข<มข<น 2 โมลาร* เปnนเวลา 

0.5, 1, 3 และ 6 ชั่วโมง ตามลำดับ 
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จากการสกัด total RNA ด<วยสารละลาย Trizol® reagent และการตรวจวัดคุณภาพของ RNA โดยการ

รันเจลอิเล็กโตรโฟริสิส พบวfาทุกชุดการทดลองมีรูปแบบของ band ที่ตรวจพบมีความสมบูรณ* (intact) แสดงให<

เห็นวfา RNA ที่สกัดได<มีปริมาณมากและมีคุณภาพดี และผลจากการวัดคfาการดูดกลืนแสงด<วยเครื่องนาโนดรอป จะ

เห็นได<วfาทุกชุดทดลองมีความเข<มข<นของ RNA ที่สกัดได<คfอนข<างสูง สfวนคfา A260/A280 ซึ่งแสดงถึงความบริสุทธิ์

ของ RNA ในด<านปริมาณโปรตีนปนเป½¾อน พบวfาทุกชุดการทดลอง มีคfามากกวfา 1.8 แสดงวfา RNA ที่สกัดได<จากทุก

ชุดทดลองมีปริมาณโปรตีนปนเป½¾อนต่ำ ดังนั้นจึงสามารถนำ total RNA ที่สกัดได<นี้ไปทำการทดลองในขั้นถัดไป โดย

นําไปเปลี่ยนเปnน cDNA และตรวจสอบ cDNA โดยการยืนยันโดยการใช< housekeeping gene AprnpB ซึ่งได<

ผลิตภัณฑ*ตามปกติ ดังนั้นจึงกลfาวได<วfา cDNA ที่ได<นี้พร<อมสำหรับการทดลองในขั้นตอนการทํา RT-PCR เพื่อ

ตรวจสอบผลการแสดงออกของยีนที่กำหนดรหัส HK ในขั้นตอนถัดไป 

 

 4.4 การทํา semiquantitative RT-PCR เพื่อศึกษาระดับการแสดงออกของยีนกําหนดรหัส HK ใน 

Halothece sp. PCC7418 

 

หลังจากการเปลี่ยน RNA ให<เปnน cDNA โดยใช<ชุดสําเร็จ SuperScript III® สําหรับชุดทดลองภายใต<ภาวะ

เครียดจากเกลือ โดยนํา cDNA ที่ได<มาทํา semiquantitative RT-PCR แล<วนํา ผลิตภัณฑ* PCR ที่ได<ไปรัน

เจลอิเล็กโตรโฟริสิส โดยเจลที่ใช<มีความเข<มข<นของอะกาโรส 1.2% (w/v) ใช< กําลังไฟฟ°า 100 โวลต* เปnนเวลา 20 

นาที แล<ววัดความเข<มของ band ด<วยโปรแกรม Image Lab โดยทํา PCR, รันเจลอิเล็กโตรโฟริสิส และเปรียบเทียบ

ผลการทดลองทีละภาวะเครียดที่ใช<เลี้ยงเซลล* ประกอบด<วย ภาวะเครียดจากเกลือ มี 5 ชุดทดลองยfอย คือการเลี้ยง

เซลล*ภายใต<ภาวะเครียดดังกลfาวเปnนเวลา 0 (ชุดควบคุม), 1 และ 6 ชั่วโมง ซึ่งสามารถแบfงยีนที่มีการแสดงออกได<

เปnน 2 กลุfม ได<แกf (1) กลุfมยีนที่มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น (up-regulate) และ (2) กลุfมยีนที่มีการแสดงออกลดลง 

(down-regulate)  
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4.4.1 กลุKมยีนที่มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น (up-regulate) ภายใตDภาวะเครียดจากเกลือ 

  

กลุfมยีนที่มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นเมื่อเลี้ยงเซลล*ภายใต<ภาวะเครียดจากเกลือ โซเดียมคลอไรด* 2.0 โมลาร* 

เปnนระยะเวลา 0, 1 และ 6 ชั่วโมง ตามลำดับ พบวfามียีนจำนวน 14 ยีน ได<แกf ยีน PCC7418_0715, 

PCC7418_0766 , PCC7418_1721, PCC7418_1838, PCC7418_2050, PCC7418_2178, PCC7418_2200, 

PCC7418_2222, PCC7418_2265, PCC7418_2611, PCC7418_2831, PCC7418_2832, PCC7418_3344 

และ PCC7418_3363 เมื่อเทียบกับกับภาวะที่กfอนได<รับความเครียด (0h) มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นอยfางมีนัยสำคัญ

ทางสถิติ เมื่อเลี้ยงเซลล*ภายใต<ภาวะเครียดจากเกลือ โซเดียมคลอไรด* 2.0 โมลาร* เปnนระยะเวลา 1 ชั่วโมง ประมาณ 

17.28±0.7, 13.11±1.2, 11.69±2.1, 18.98±1.2, 4.82±1.3, 3.80±0.9, 5.45±1.6, 2.65±0.4, 6.81±2.0, 

7.28±1.1, 5.61±1.7, 6.90±2.0, 6.83±2.2 และ 7.32±0.5 เทfา ตามลำดับ และเมื่อเวลาผfานไป (6h) ยีนเหลfานี้มี

การแสดงออกลดลงเมื่อเทียบกับการแสดงออกของยีน ณ เวลาที่ 1 ชั่วโมง และ ยีน PCC7418_2615 เมื่อเทียบกับ

กับภาวะที่กfอนได<รับความเครียด (0h) มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นอยfางมีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อเลี้ยงเซลล*ภายใต<ภาวะ

เครียดจากเกลือ โซเดียมคลอไรด* 2.0 โมลาร* เปnนระยะเวลา 6 ชั่วโมง ประมาณ 1.59±0.3 เทfา โดยแสดงดังภาพที่ 

4.4, 4.5, 4.6 และ 4.7 
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(ก) 

      0h        1h       6h  (ระยะเวลาที่ไดDรับความเครียด) 

 PCC7418_0715 (x29) 

 PCC7418_0766 (x29) 

 PCC7418_1721 (x29) 

 PCC7418_1838 (x29) 

 

       AprnpB 

(ข) 

 
 

ภาพที่ 4.4 : Semi-quantitative RT-PCR ของกลุfมยีนที่มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น โดยมียีน AprnpB เปnนยีน

ควบคุมภายใน (ก) ผลจากการรันเจลอิเล็กโตรโฟริสิส และ (ข) ผลจากการวัดความเข<มของ band ด<วยโปรแกรม 

ImageJ โดยแสดงเปnนคfาเฉลี่ย คfาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน และ *, ** แสดงถึงความแตกตfางอยfางมีนัยสำคัญ

ทางสถิติด<วย T-test ที่ p≤0.05 และ p≤0.01 ตามลำดับ วิเคราะห*จากโปรแกรม SPSS v22 
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(ก) 

     0h        1h       6h  (ระยะเวลาที่ไดDรับความเครียด) 

 PCC7418_2050 (x29) 

                     	 PCC7418_2178 (x27) 

                     	 PCC7418_2200 (x29) 

	 PCC7418_2222 (x27) 

 

 AprnpB 

(ข) 

 
 

ภาพที่ 4.5  : Semi-quantitative RT-PCR ของกลุfมยีนที่มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น โดยมียีน AprnpB เปnนยีน

ควบคุมภายใน (ก) ผลจากการรันเจลอิเล็กโตรโฟริสิส และ (ข) ผลจากการวัดความเข<มของ band ด<วยโปรแกรม 

ImageJ โดยแสดงเปnนคfาเฉลี่ย คfาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน และ * แสดงถึงความแตกตfางอยfางมีนัยสำคัญทาง

สถิติด<วย T-test ที่ p≤0.05 วิเคราะห*จากโปรแกรม SPSS v22 
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(ก) 

     0h        1h       6h  (ระยะเวลาที่ไดDรับความเครียด) 

 PCC7418_2265 (x29) 

	 PCC7418_2611 (x27) 

 PCC7418_2615 (x27) 

 PCC7418_2831 (x27) 

 

 AprnpB 

 

 (ข) 

 
 

ภาพที่ 4.6 :  Semi-quantitative RT-PCR ของกลุfมยีนที่มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น โดยมียีน AprnpB เปnนยีน

ควบคุมภายใน (ก) ผลจากการรันเจลอิเล็กโตรโฟริสิส และ (ข) ผลจากการวัดความเข<มของ band ด<วยโปรแกรม 

ImageJ โดยแสดงเปnนคfาเฉลี่ย คfาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน และ *, ** แสดงถึงความแตกตfางอยfางมีนัยสำคัญ

ทางสถิติด<วย T-test ที่ p≤0.05 และ p≤0.01 ตามลำดับ วิเคราะห*จากโปรแกรม SPSS v22 
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(ก) 

     0h        1h       6h  (ระยะเวลาที่ไดDรับความเครียด) 

 PCC7418_2832 (x27) 

 PCC7418_3344 (x27) 

	 PCC7418_3363 (x29) 

 

  AprnpB 

 (ข) 

 
 

ภาพที่ 4.7 :  Semi-quantitative RT-PCR ของกลุfมยีนที่มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น โดยมียีน AprnpB เปnนยีน

ควบคุมภายใน (ก) ผลจากการรันเจลอิเล็กโตรโฟริสิส และ (ข) ผลจากการวัดความเข<มของ band ด<วยโปรแกรม 

ImageJ โดยแสดงเปnนคfาเฉลี่ย คfาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน และ * แสดงถึงความแตกตfางอยfางมีนัยสำคัญทาง

สถิติด<วย T-test ที่ p≤0.05 วิเคราะห*จากโปรแกรม SPSS v22 
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4.4.2 กลุKมยีนที่มีการแสดงออกลดลง (down-regulate) ภายใตDภาวะเครียดจากเกลือ 

 

กลุfมยีนที่มีการแสดงออกลดลงเมื่อเลี้ยงเซลล*ภายใต<ภาวะเครียดจากเกลือ โซเดียมคลอไรด* 2.0 โมลาร* 

เปnนระยะเวลา 0, 1 และ 6 ชั่วโมง ตามลำดับ พบวfามียีนจำนวน 2 ยีน ได<แกf ยีน PCC7418_3282 และ 

PCC7418_3509 เมื่อเทียบกับกับภาวะที่กfอนได<รับความเครียด (0h) มีการแสดงออกลดลงอยfางมีนัยสำคัญทาง

สถิติ เมื่อเลี้ยงเซลล*ภายใต<ภาวะเครียดจากเกลือ โซเดียมคลอไรด* 2.0 โมลาร* เปnนระยะเวลา 6 ชั่วโมง ประมาณ 

0.71±0.1 และ 0.36±0.1 เทfา ตามลำดับ โดยแสดงดังภาพที่ 4.8 
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(ก) 

     0h        1h       6h  (ระยะเวลาที่ไดDรับความเครียด) 

 PCC7418_3282 (x27) 

 PCC7418_3509 (x29) 

 

  AprnpB 

 

 (ข) 

 
 

ภาพที่ 4.8 : Semi-quantitative RT-PCR ของกลุfมยีนที่มีการแสดงออกลดลง โดยมียีน AprnpB เปnนยีนควบคุม

ภายใน (ก) ผลจากการรันเจลอิเล็กโตรโฟริสิส และ (ข) ผลจากการวัดความเข<มของ band ด<วยโปรแกรม ImageJ 

โดยแสดงเปnนคfาเฉลี่ย คfาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน และ * แสดงถึงความแตกตfางอยfางมีนัยสำคัญทางสถิติด<วย 

T-test ที่ p≤0.05 วิเคราะห*จากโปรแกรม SPSS v22 
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จากผลการทดลองศึกษาการแสดงออกของยีนกำหนดรหัส HK ทั้ง 17 ยีน โดยวิธี RT-PCR สรุปได<วfา ยีน

กำหนดรหัส HK ทั้ง 17 ยีนนี้มีการแสดงออกในภาวะความเครียดจากเกลือ โดยยีนแตfละยีนมีรูปแบบการแสดงออก

ตอบสนองแตfละสภาวะเครียดแตกตfางกัน 

 

ภายใต<ภาวะเครียดจากเกลือ ยีน	 PCC7418_0715, PCC7418_0766 , PCC7418_1721, 

PCC7418_1838, PCC7418_2050, PCC7418_2178, PCC7418_2200, PCC7418_2222, PCC7418_2265, 

PCC7418_2611, PCC7418_2831, PCC7418_2832, PCC7418_3344 และ PCC7418_3363 มีรูปแบบการ

แสดงออกในชfวงแรกที่เซลล*อยูfในภาวะเครียด (1 ชั่วโมง) โดยยีนเหลfานี้จะมีระดับการแสดงออกสูงขึ้นจากภาวะ

ปกติอยfางมีนัยสำคัญทางสถิติ แตfเมื่อเซลล*อยูfในภาวะเครียดจากเกลือนานขึ้น (6 ชั่วโมง) เซลล*มีการปรับตัวและ

เปลี่ยนรูปแบบการแสดงออก โดยลดการแสดงออกของยีนลงต่ำกวfาเมื่อเทียบการแสดงออกของยีนในชfวงแรกที่

เซลล*อยูfในภาวะเครียด (1 ชั่วโมง) อยfางมีนัยสำคัญทางสถิติ แตfยังมีระดับการแสดงออกสูงขึ้นจากภาวะปกติอยfาง

มีนัยสำคัญทางสถิติ โดยสามารถเรียงยีนที่มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นสูงสุดจากมากไปน<อยได< ดังนี้ ยีน 

PCC7418_1838, PCC7418_0715 , PCC7418_0766, PCC7418_1721, PCC7418_3363, PCC7418_2611, 

PCC7418_2832, PCC7418_3344, PCC7418_2265, PCC7418_2831, PCC7418_2200, PCC7418_2050, 

PCC7418_2178 และ PCC7418_2222  สfวนยีน PCC7418_2615 มีรูปแบบการแสดงออกสูงขึ้นจากภาวะปกติ

อยfางมีนัยสำคัญทางสถิติ หลังเลี้ยงเซลล*อยูfในภาวะเครียดจากเกลือนานขึ้น (6 ชั่วโมง) สfวนการแสดงออกของยีน 

PCC7418_3282 มีรูปแบบการแสดงออกในชfวงแรกที่เซลล*อยูfในภาวะเครียด (1 ชั่วโมง) ยีนนี้จะมีระดับการ

แสดงออกสูงขึ้นจากภาวะปกติอยfางไมfมีนัยสำคัญทางสถิติ แตfเมื่อเซลล*อยูfในภาวะเครียดจากเกลือนานขึ้น (6 

ชั่วโมง) เซลล*มีการปรับตัวและเปลี่ยนรูปแบบการแสดงออก มีระดับการแสดงออกลดลงจนต่ำกวfาภาวะปกติอยfาง

มีนัยสำคัญทางสถิติ ซึ่งแสดงให<เห็นวfา ยีนเหลfานี้มีบทบาทในการตอบสนองตfอภาวะเครียดจากเกลือ และยีนที่มี

การแสดงลดลงหลังจากเลี้ยงเซลล*ภายใต<ภาวะเครียดเปnนเวลานาน  ซึ่งอาจเปnนเพราะเมื่อเซลล*อยูfภายใต<ภาวะ

เครียดในชfวงแรก จะมีการเหนี่ยวนำกลไกการตอบสนองตfอภาวะเครียดทำงานในปริมาณมากกวfาปกติ และมีความ

รวดเร็วแตกตfางกันในแตfละยีน แตfเมื่อเซลล*อยูfในภาวะเครียดจากเกลือเปnนเวลานาน เซลล*อาจมีการปรับเปลี่ยนวิถี

เมทาบอลิซึมตfางๆ เพื่อปรับตัวให<เซลล*สามารถอยูfในภาวะเครียดจากเกลือได< (Laloknam, 2011)  ดังนั้นจึงมีความ

เปnนไปได<ที่กลไกการตอบสนองตfอภาวะเครียดของเซลล*อยfาง HK จะเพิ่มการแสดงออกของยีนอยfางรวดเร็วและลด

การแสดงออกลงเมื่อเซลล*อยูfภายใต<ภาวะเครียดจากเกลือนานขึ้น เพราะ HK เปnนเซ็นเซอร*ตัวสfงสัญญาณ เพื่อ

ตอบสนองตfอการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล<อมโดยรอบ (Ashby และ Houmard, 2006) ซึ่งจะชfวยให<เซลล*

ปรับตัวให<อยูfรอดจากสัญญาณภายนอกได<ในที่นี้นั้นก็คือ ความเครียดจากเกลือ  



51	
	

สfวนยีน PCC7418_3509 หลังเลี้ยงเซลล*อยูfในภาวะเครียดจากเกลือนาน (6 ชั่วโมง) มีระดับการแสดงออก

ลดลงจนต่ำกวfาภาวะปกติอยfางมีนัยสำคัญทางสถิติ ซึ่งอาจเปnนผลมาจากประเภทของยีน โดยยีน PCC7418_3509 

นี้เปnนเพียงยีนเดียวที่จัดจำแนกอยูfในคลาส Incomplete HK ซึ่งเปnนคลาสที่มีเฉพาะโดเมน HisKA เทfานั้น สfวนยีน

ข<างต<นทั้ง 16 ยีนนั้นจัดอยูfในคลาส ของ	HK class I kinases (HKIs), HK class II (HKII), HK class III (HKIII) และ 

class V (HKV) โดยที่สfวนใหญf ยีนที่จัดอยูfในคลาสของ class V (HKV) จะมีระดับการแสดงออกของยีนที่เพิ่มขึ้น

สูงสุด รองลงมาคือยีนที่จัดอยูfในคลาส ของ HK class I kinases (HKI), HK class II (HKII) และ HK class III (HKIII) 

ตามลำดับ จึงอาจเปnนได<ที่จากการมีอยูfของโดเมนที่แตกตfางกันของแตfละคลาสของ HK สfงผลให<ผลการตอบสนอง

การแสดงออกของยีนกำหนดรหัส HK ทั้ง 17 ยีนในที่นี้มีระดับการแสดงออกที่แตกตfางกันออกไป หรืออาจมีป£จจัย

จากกลไกอื่นที่เกี่ยวข<อง แล<วสfงผลให<ผลการตอบสนองการแสดงออกของยีนกำหนดรหัส HK ที่ถึงแม<จะจัดอยูfใน

คลาสเดียวกัน แตfกลับมีผลการแสดงออกหรือระดับการแสดงออกที่แตกตfางกันออกไป ซึ่งผลจากการทดลองครั้งนี้ 

เปnนเพียงข<อมูลพื้นฐาน และเพื่อเปnนการให<ทราบรายละเอียดเชิงลึกมากขึ้น ควรได<รับการศึกษาตfอไปในอนาคต 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

 

จากการวิเคราะห*ข<อมูลชีวสารสนเทศของจีโนมสมบูรณ*ในไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 

พบวfามียีนที่กำหนดรหัส HK ทั้งหมด 17 ยีน ได<แกf PCC7418_0715, PCC7418_0766, PCC7418_1721, 

PCC7418_1838, PCC7418_2050, PCC7418_2178, PCC7418_2200, PCC7418_2222, PCC7418_2265, 

PCC7418_2611, PCC7418_2615, PCC7418_2831, PCC7418_2832, PCC7418_3282, PCC7418_3344, 

PCC7418_3363 และ PCC7418_3509 ซึ่งยีนเหลfานี้มีความเกี่ยวข<องกับระบบ TCS โดยที่ HK เปnนเซ็นเซอร*ตัวสfง

สัญญาณ มีบทบาทสำคัญในการถfายถอดสัญญาณในไซยาโนแบคทีเรียสำหรับการปรับตัวของเซลล*ให<เข<ากับ

สภาพแวดล<อมและความเครียดที่ได<รับ โดย HK ตอบสนองตfอสัญญาณจากสิ่งแวดล<อม จากนั้นเรซิดิวซ*ของฮิสทิดีน

ที่อนุรักษ* (conserved histidine residue) จะเกิดการออโต<ฟอสโฟริเลต จากนั้นจะชfวยให< HK สามารถจับและ

ถfายทอดกลุfม phosphoryl เฉพาะของมันไปยังเรซิดิวซ*ที่อนุรักษ* (conserved aspartate residue) บน RR 

ตfอจากนั้น RR จะถูกฟอสโฟรีเลตบนโดเมนตัวรับ โดยปกติจะสfงผลให<เกิดการเป¢ดใช<งานโดเมนเอาต*พุตที่สามารถ

สลับกิจกรรมการแสดงออกในยีนตfางๆที่ชfวยให<จุลินทรีย*ปรับตัวเข<ากับสัญญาณภายนอกได< และเมื่อทำนาย GO 

function พบวfา HK มีฟ£งชั่นระดับโมเลกุลสfวนใหญfเกี่ยวข<องกับฟอสโฟรีเลย* เซ็นเซอร*ไคเนส แอคทิวิตี้ และมีเพียง

ยีน PCC7418_2831 และ PCC7418_3282 มีฟ£งชั่นระดับโมเลกุลสfวนใหญfเกี่ยวข<องกับ ไคเนส แอคทิวิตี้ เมื่อ

วิเคราะห*รูปแบบของโดเมนสามารถจัดจำแนกคลาสของยีนกำหนดรหัส HK ได<ดังนี้ ยีน PCC7418_3509 จัดอยูfใน

คลาส Incomplete HK, ยีน PCC7418_0766, PCC7418_1721, PCC7418_2611 และ PCC7418_2615 จัดอยูf

ในคลาส HK class I kinases (HKI), ยีน PCC7418_2200, PCC7418_2265 และ PCC7418_3363 จัดอยูfในคลาส 

HK class II (HKII), ยีน PCC7418_2050 จัดอยูfในคลาส HK class III (HKIII), ยีน PCC7418_0715, 

PCC7418_1838, PCC7418_2178, PCC7418_2222, PCC7418_2832 และ PCC7418_3344 จัดอยูfในคลาส 

HK class V (HKV) และมียีน 2 ยีน คือ PCC7418_2831 และ PCC7418_3282 ที่ไมfสามารถแยกคลาสได<จาก

การศึกษารูปแบบของโดเมนเบื้องต<นนี้  

 

 การทำ semiquantitative RT-PCR เพื่อศึกษาระดับการแสดงออกของยีนกำหนดรหัส HK ใน 

Halothece sp. PCC7418 ภายใต<สภาวะเครียดจากเกลือ พบวfา ยีน PCC7418_0715, PCC7418_0766 , 

PCC7418_1721, PCC7418_1838, PCC7418_2050, PCC7418_2178, PCC7418_2200, PCC7418_2222, 

PCC7418_2265, PCC7418_2611, PCC7418_2831, PCC7418_2832, PCC7418_3344 และ 
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PCC7418_3363 เมื่อเทียบกับกับภาวะที่กfอนได<รับความเครียด มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นอยfางมีนัยสำคัญทางสถิติ 

เมื่อเลี้ยงเซลล*ภายใต<ภาวะเครียดจากเกลือ เปnนระยะเวลา 1 ชั่วโมง และเมื่อเลี้ยงเซลล*เปnนเวลานานขึ้น ยีนเหลfานี้

มีการแสดงออกลดลงเมื่อเทียบกับการแสดงออกของยีน ณ เวลาที่ 1 ชั่วโมง และ ยีน PCC7418_2615 เมื่อเทียบ

กับภาวะที่กfอนได<รับความเครียด มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นอยfางมีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อเลี้ยงเซลล*ภายใต<ภาวะ

เครียดจากเกลือ เปnนระยะเวลา 6 ชั่วโมง และ ยีน PCC7418_3282 และ PCC7418_3509 เมื่อเทียบกับภาวะที่

กfอนได<รับความเครียด มีการแสดงออกลดลงอยfางมีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อเลี้ยงเซลล*ภายใต<ภาวะเครียดจากเกลือ 

เปnนระยะเวลา 6 ชั่วโมง ซึ่งระดับการแสดงออกของยีนเหลfานี้แสดงให<เห็นวfาแตfละยีนมีระดับการแสดงออกที่

แตกตfางกันออกไปทั้งให<แงfของปริมาณการแสดงออกของยีนและความเร็วในการแสดงออกของยีน ซึ่งคาดวfาเปnน

ผลมาจากการที่ยีนเหลfานี้มีคุณสมบัติในการเปnนเซ็นเซอร*ตัวสfงสัญญาณ ดังนั้นยีนเหลfานี้จึงมีการแสดงออกที่

รวดเร็วมาก สfวนปริมาณการแสดงออกของยีนเมื่อวิเคราะห*ระดับการแสดงออกรfวมกับรูปแบบของโดเมน พบวfา 

ยีนในคลาส Incomplete HK มีระดับการแสดงออกลดลงอยfางมีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อเลี้ยงเซลล*ภายใต<ภาวะ

เครียดจากเกลือ สfวนยีนที่จัดอยูfในคลาสของ class V (HKV) จะมีระดับการแสดงออกของยีนที่เพิ่มขึ้นสูงสุด 

รองลงมาคือยีนที่จัดอยูfในคลาส ของ HK class I kinases (HKIs), HK class II (HKII) และ HK class III (HKIII) 

ตามลำดับ ซึ่งจากการศึกษาโครงสร<างรูปแบบการจัดเรียงครั้งนี้ยังแสดงให<เห็นวfาถึงแม<วfา HK จะประกอบด<วย

โดเมนที่คล<ายกัน แตfมีการแสดงออกที่แตกตfางอยfางหลากหลาย ซึ่งการแสดงออกที่มีความแตกตfางเหลfานี้สะท<อน

ให<เห็นถึงการแปลรหัสที่เฉพาะตfอหน<าที่และกลไกการควบคุมในเซลล*ที่แตกตfาง สำหรับใช<ในการปรับตัวของเซลล*

ให<เข<ากับสภาพแวดล<อมโดยรอบและความเครียดที่เซลล*ได<รับ จากผลดังกลfาวนี้ จึงอาจเปnนไปได<ที่วfา นอกจากการ

ที่โดเมนมีรูปแบบและองค*ประกอบของโดเมนที่แตกตfางกันในแตfละคลาสของ HK ที่สfงผลให<เกิดการตอบสนองการ

แสดงออกของยีนกำหนดรหัส HK ทั้ง 17 ยีน ให<มีระดับการแสดงออกที่แตกตfางกันออกไปแล<ว อาจมีป£จจัยจาก

กลไกอื่นๆที่เกี่ยวข<องไมfวfาจะเปnนป£จจัยภายนอกและภายในเซลล* ที่สfงผลทำให<เกิดการตอบสนองการแสดงออก

ของยีนกำหนดรหัส HK แตกตfางกันได< แม<ยีนดังกลfาวสามารถจัดจำแนกอยูfในคลาสเดียวกัน แตfกลับมีผลการ

แสดงออกหรือระดับการแสดงออกที่แตกตfางกันออกไป ซึ่งผลจากการทดลองครั้งนี้ด<วยวิธี semiquantitative เปnน

วิธีการศึกษาการแสดงออกของยีนเบื้องต<น แตfก็ถือได<วfาเปnนข<อมูลพื้นฐานที่มีความสำคัญในการแสดงออกของยีน

ภายใต<ภาวะเครียดจากเกลือ ซึ่งนำไปสูfการศึกษาในด<านตfางๆ ทั้งวิเคราะห*ลักษณะเชิงสมบัติและบทบาทหน<าที่

ของโปรตีน โดยใช<เทคนิคอื่นที่แตกตfางออกไป รวมถึงการแสดงออกของยีนในระดับอื่นๆที่ควรได<รับการศึกษา

ตfอไปในอนาคต  
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหาร และวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

สูตรอาหาร BG 11 ที่มีการเติม Turk solution สำหรับเลี้ยง Halothece sp. PCC7418 ภายใตDภาวะปกติ 

(โซเดียมคลอไรด;ความเขDมขDน 0.5 โมลาร;) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

 

ประกอบดDวย 

 

NaNO3       1.500  กรัม 

K2HPO4       0.040  กรัม 

MgSO4.7H2O       0.075  กรัม 

CaCl2.2H2O       0.036  กรัม 

Na2CO3       0.020  กรัม 

EDTA disodium salt      0.001  กรัม 

Citric acid       0.006  กรัม 

Ferric ammonium citate     0.006  กรัม 

 

Trace element A5+Co 

H3BO3        2.830  กรัม 

MnCl2.4H2O       1.810  กรัม 

ZnSO4.7H2O       0.220  กรัม 

NaMoO4.5H2O       0.390  กรัม 

CuSO4.5H2O       0.079  กรัม 

Co(NO3)2.6H2O       0.049  กรัม 

 

Turk solution 

NaCl        28.17  กรัม 

KCl        0.67  กรัม 
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MgSO4.7H2O       6.92  กรัม 

MgCl2.6H2O       5.50  กรัม 

CaCl2.2H2O       1.47  กรัม 

 

สูตรอาหาร BG 11 ที่มีการเติม Turk solution สำหรับเลี้ยง Halothece sp. PCC7418 ภายใตDภาวะปกติ 

(โซเดียมคลอไรด;ความเขDมขDน 2.0 โมลาร;) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

 

ประกอบดDวย 

 

NaNO3       1.500  กรัม 

K2HPO4       0.040  กรัม 

MgSO4.7H2O       0.075  กรัม 

CaCl2.2H2O       0.036  กรัม 

Na2CO3       0.020  กรัม 

EDTA disodium salt      0.001  กรัม 

Citric acid       0.006  กรัม 

Ferric ammonium citate     0.006  กรัม 

 

Trace element A5+Co 

H3BO3        2.830  กรัม 

MnCl2.4H2O       1.810  กรัม 

ZnSO4.7H2O       0.220  กรัม 

NaMoO4.5H2O       0.390  กรัม 

CuSO4.5H2O       0.079  กรัม 

Co(NO3)2.6H2O       0.049  กรัม 
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Turk solution 

NaCl              116.900  กรัม 

KCl        0.670  กรัม 

MgSO4.7H2O       6.920  กรัม 

MgCl2.6H2O       5.500 กรัม 

CaCl2.2H2O       1.470  กรัม 

 

10X Tris-Acetate-EDTA (TAE) ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

ประกอบดDวย 

Tris base       48.2  กรัม 

EDTA        3.72  กรัม 

Acetic acid       11.40  มิลลิลิตร 

 

1.2% agarose gel 

ผงอะกาโรส       048  กรัม 

1X TAE buffer       40  มิลลิลิตร 

ละลายผงอะกาโรสด<วย1X TAE buffer โดยอุfนร<อน จากนั้นทิ้งสารละลายเย็นลง แล<วเติมสี SYBR® Safe DNA 

Gel Stain ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แล<วเขยfาเบาๆให<ผสมกัน 

 

0.1% DEPC water ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร 

ประกอบดDวย 

Diethyl pyrocarbonate (DEPC)    1  มิลลิลิตร 

น้ำกลั่น        1  ลิตร 
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ภาคผนวก ข 

 

ลำดับนิวคลีโอไทด;ของยีนกำหนดรหัส Histidine kinase ใน Halothece sp. PCC7418 

 

Name Forward Primer Position Length Tm Reverse Primer Position Length Tm 
PCC7418_0715 CTGCTTCCATTGCGA 466 15 53.58 GCATGAGCATCAGGA 766 15 52.32 

PCC7418_0766 ATGTTGCGCTATGCT 600 15 52.73 CCATCTGTGACTCGG 900 15 52.47 

PCC7418_1721 TGAATTAAGGACTCC 677 15 44.47 AGTAACCTGTATCTG 977 15 43.74 

PCC7418_1838 GTCAGCGTCAACAGC 1207 15 54.97 TCCACCATGGGAGGA 1507 15 55.01 

PCC7418_2050 CATTGCTGATGGTGC 839 15 52.14 TAAGACGCGAGTGAG 1139 15 51.72 

PCC7418_2178 ATCCGCCAAGAAGAG 231 15 51.83 ATTCTCCTAACGCCC 531 15 51.40 

PCC7418_2200 TTGAATTGCCTCCGC 607 15 53.93 TCTGTCTCCACTGCT 907 15 52.62 

PCC7418_2222 TTATTATGGTCACTG 241 15 41.76 ACACTAATTTGTTCC 541 15 43.32 

PCC7418_2265 ACGAAATTTGGCCCG 880 15 54.33 TCGGCTTGGGTAAGG 1180 15 54.57 

PCC7418_2611 CTTCCTCTCCAGCGC 618 15 56.15 CTGCCTCGGAAGTCG 918 15 56.19 

PCC7418_2615 TTGCGGGAATTAGCT 526 15 51.63 AACGCATCCAAAGGA 826 15 51.94 

PCC7418_2831 GACGCAGAAGCAGCC 339 15 57.77 CGATCGCGCTGTTGG 639 15 58.36 

PCC7418_2832   GCATAGAAGCCACCG 1036 15 53.83 ATTTGATCGCGCACC 1336 15 54.60 

PCC7418_3282 ACCCGTTTGGAATCG 306 15 53.07 GATCGCAGGTGTTCC 606 15 53.74 

PCC7418_3344 CGACGGGTGATTCGA 1482 15 55.34 TTTCCTGCAAACGCG 1782 15 55.19 

PCC7418_3363   CGTCAACAAGCCCAG 558 15 54.41 GCTGGAGACGTTCAC 858 15 53.70 

PCC7418_3509 GAAGAAACAGCCCAC 273 15 51.03 AATCGCTGACCAGAC 573 15 52.32 
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• PCC7418_0715 CDS T02379 : histidine kinase ; 1101 nt 

two-component system, OmpR family, clock-associated histidine kinase SasA 

gtgccactacagctactcttgttcattgatgagcgatcgagctctcaagagcatatccaaggaataaaaagctacctccaagctctcaaagatg

actatccctttgaattacaaatgattaatgttgcggagcagccccatttagctgagcattttcgcttagtcgcaacccccgcattagtcaaaatta

cacccactcctcgccaaaccatcgcaggaactaacctagttgcccaactggaacaatcatggccgtcttgggtggaaagtgcacaacaagaa

tcatcagaggaagcagaagatgcttcatccaccaatgagtcagttacctattcgacagagttaattcggctttctgatgaaatttttcgtctcaag

caagaaaatcaagaactcaacgaacaaattaaatttaaagatcaagtgctagcgatgttagcgcatgatttgcgtaatcctctcactgctgcttc

cattgcgatggaaactttagaattaactgaccaaaaccctgatccccagcgagtggaaaaaattaaaaaacaaattttcaagcaagcccaga

ctcagtttcgcattatgaatcggatgattaccgacattttgcaaacggcgcgggggaaaaatgctgagttgcaaatccatccccaaaaactcaa

cttgcagacccttggcaatgatattttagagcaatttgaagagacatttgctcgcaaatcattacagctaaaaaaagacttaccccaagatgttc

ctgatgctcatgccgatcaagaattaattcgacaggtttgggttaatttactggataatgctgttaaatacacccctgatgaaggaacaattaagg

tttccattctccatcgcacctcccagaaaattcaggtaacagtttgtgatgatggtcctgggattccgccagagcaacgagaacaaatttttgaa

ggtcatgtgcgcttaaaacgggatgaagccaaggaagggtatggtttggggctttctttgtgtcgccaagtggtacgcgcccattatggacaaatt

tgggtggatagcgatgcgaatcggggcagttgtttccactttaccctacccgtgtattga 

 

• PCC7418_0766 CDS T02379 : GAF sensor signal transduction histidine kinase ; 1866 

nt 

gtgaaactaacactgattggacaagagattaatgccttaaccctggggagtgtcaacgcaaaaacactgctctgggaactcccgaaaaaaatg

acccagagtttatcagcgcaagtgtgttttttaattccctttgtgagtttacccactgctagctggagtcgagaaaatggtattgacaaaagacagt

taaccttatgggaagcaaaactgcaaaccattctttggaaaactcaggaaatccattctaatgagagtgaagttcccatcaaccttttagctgat

ttgcaacaggaattagcccttccgcattgggaggtgtgcccgattgctcaagatcagctttggggttggttaattttagggagcaatcaagagcta

gggttgaatagtaggttggaatcgtctctagcaagtgcgttgtgtttggcgatgaaaacggcacaattgcaatttgagttgcataagaaagaacgt

tataaatggctgcaacaaaatgtcacggagttgattcataattctcaagacttagagacgattttatacagcgcgatcgcgcaaactagccaag

ctctagaagtgactcgcggtattgtcctcatgttgcgctatgctgaaccgatttttggcaatcgccgagaaattaacaacccaaatgtcgaagtgc

aactattaacccaatgggcacaatcttcgcctttcaaaacctctttaacctcttttcccctcagcaacagtcctctttgcttaaaagcctggcaa

caagcccccattcctctttctcagcaggtcgtggatgatccgtatcaactttatttcttagaagagtcttgcccgacatcggcttggatcattacgc

ctctcatgggaacaagcagtggtcgccccgagtcacagatggtcttaggatttctgcttttagaaaacgatcagccccgacaatggtacaaaga
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agagcaagaattattgagttgggtgagtacagaagtcagcacgacaattgtccataataaaactctacaacgggtgcagtctctggttgatgagc

ggactgcacaattgcaacggagtttagatgtacaagcaaaactttatgaaaccagtcgcaatcaagtcgaacagttacaagaattaaatcaa 

ctcaaagatgaatttttagccacaattagccatgagttgaatacgcctttagcaacgatgaaaatggcgattcggatgttacataatgaagcact

gcccccagagcgcaaacaaaagtatctggggattttagaacaagaatggaatcgagaacataacctgattaaagatctattgacc 

ttacaaaaagtcgaggatgaaggaacatctctacaagtcaaaccagttaatgttaaacaattattaagagaaatcgctgatgaatttcagtgga

aatggcaagagaaacagctagatttgaccttgcgtttagcaccaccgcagcattctgatgaacggtttaccattgagagtgatgaagaaagtgtg

cgacggattgttttagagttattgagtaatgcgggaaagtattctcgggcaaagacaacagtcgaaatcatgctttcggaaacaatccacaactg

gatttgcatgagtgtcaaaaatattgggtatgggattgctccgagtgaacaaagttatatttttgatcggtttcggcgcggaaaaggcgcaactca

aaaagcaattcctggcactggattaggattagcattagttcagtctctggtgcaacatcttcgtggcaaaattgatctcaacagcgagtataatcc

tgatggagttggggaaacgacatttcatgtcactcttcctcgctctttagatgaagtattagaaacataa 

 

• PCC7418_1721 CDS T02379 : integral membrane sensor signal transduction histidine 

kinase ; 1347 nt 

atgtataataacaaattatttacggaaaccagatggcgattagcgaggtggtatgcgggagttttaagtttaattttaggagtatcggcattagggg

tttatgaagcgatcgcgcacgcccatcgcattagtattaatcaagaattagaaactgttgctgggacaattcatgacagcttagaaccgatttta

gaacaacctggacaattaaataaaagagtcacaaatctgatcccaaatttgtgtatagaaacaacaagctgtgctaaccataaccgccaattg

gtaggagcgctgcaacaagatcattattatttacaattctatgatttatctggggagttagtcgccctagcaggcatacaaccagaaggtttgtca

atcaattataaccaacaacaatggaaaaatctgagggatattaatggcattcgttatcggcaaatttatctggaattacacacccaagataatc

aaccttggggctatcttcaaatcggaagaaacctagaggcttttgataattatgttgcgaatgtcaaatggattattttattaggattaccaattct

cattgttttcgtcatgtttgcgagttggtggttggcgggaaaagcaatggctccaatttaccaatcctaccaacacattcaacaatttacggctgat

gcagcccatgaattaaggactcctttagctgcgattcgcgcaaccattgaatcttctttaatgttgccaactttaaccgaaaaagatagccgaga

aacgttccacaccctgaaacgacaaaatcaacgcctttcttctttagttgccgatttattaatgctttgtcggatggagcgacaattaacaacta

atcattatttgtctggaaaaccagtaattatcaatgatttaattgctgatattgctgaggaatttgctgctttagcctacagagaagaaatttgtcta

attgctcagatacaggttactcaacccttaaaagtaatgggagaggaagaacaattgtatcgtttagtcaccaatttagtaattaatgccattca

acataccttaaaaggaggaaaggtaactttagttttaaagcaagagaatcatcaggctttaattgaagtgattgatacaggaattggcattccag

aagatgaacaaaaactcatttttgatcgcttttatcgcgtcaataaagcccgttcaagggatagaggcggttcgggtttggggttagccattgcca

gcgcgatcgcgctaacatatcaagggaatatcaacgtcaaaagtcacttaaaacaagggagtatttttacagtttccttaccgattttaaatgca

aaagaataa 
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• PCC7418_1838 CDS T02379 : CheA signal transduction histidine kinase ; 2910 nt 

atgacagatacaaataatgttgactatcattttttaacagaagcgggagaattactacagacgatagaagaaacactgattaatttattagacga

aaaaacagttgatcgcgttcattctctcatgcgaagtgctcataccttaaagggaagtgctgcttatttagaattagaaaccattgaaacgatcg

cgcacgaattagaaaccgtttttgaatccctttatcctgaagaattagaacttgaccccgaattaaacgcgcttttactcgatgcatatgaatgtt

tacgaacgccgttaaatgccatcttatccgaaagtgactatgatgaggaacaagttaaaagctatgcagaaacagtcttttctcaactgaaaga

aaaactaggagattactataataaccctgcgccccctccctcgtctgaagagttaggctttgatgttttagggtcaatcattgaaaatagtttacc

gcaagatttagaaaatattgaaaaagcaattcaaaatagtgatacaacaaatgctagagagttatgtcaaagtcaagcagaatttttattagaa

ttagcgacaagttacgaactttcggggttagaaaatattgcccgtgccgttcttaccgcccttaaattatatcccgatcagaccttagacattgct

caagctgcattaactaactttcaggaagcaaaaaacgccattgcaaacggcgatcgcgcggaaggaggaacactcaacccacaactccaac

aatggactcaagaacaggaaaaaactcaagaaagtgcaattatcctgtctgaaacatctgttgaaccgcctccgatttccttagacttttatgaa

agcgatcttccgccagcaacggtttctcgcagtacgaaccccattgatcaaattctagaatcgatctggtcaggagatgcagaacagaacttca

aacaagcagatacagcctcagaaagcacccccccaccgcctccaaaagcgaaacccaccgatcaagaccaaactacgattcgcgtcgcct

taacccgtttaaaccgtctcaattatgccattggggaactcgcgatcgcgcaaaatcagcaaagtttacaaagcgatcgcgcccataaactctc

tcgacaatcgcgacagcaactgcgccagattcgcgaacaactcgatgatatccgagatgaagtcgatgtcagttctcgtcagcgtcaacagca

agcgcgaaaacatcgtcaaaccaccccttcttccctcgttacccaatccagctttgatgaactagagatggatagctacagcagtctccatctg

atgctgcaatcattaggggaacaaatcaacgacttagaagacaatctcgatgacttagacaactttctcggacaatctcggattaagattcgcc

aagaaaaacaactcctcagcaccgcccaagatgaactcctacaagcgcgaatggttcccttagaaacggtgttaaatcgctttcctcccatgg

tggaacaacttgctaagacgtacaacaaacccgttgacttaaatattacgggaaaagacgtgctggtggataaagccattttagagaaactcta

tgatcccctactgcatttagttcgtaataccttcgcccatgggattgaatcttcggaagtgcgacaagaaaaaggaaagccccctacaggaaag

attaccctttccgcgtatcgtcaaggaaaccgtaccttggttgaaatcgccgatgatggaaaaggaatcgactgggagaagattcgagaaaccg

cagcgaaaaaacaattctttctcgactcagacgcagacttatcagaattactctttacccctggcttttctacctcggaacaagcgaatgaactc

tcggggagaggaaccggtttagatgtggtacgtaatcagattcatggtgtggggggaaccgtaagtttaacctcacagcgcgatcgcggaacca

cttttaccttacaacttcctcttaatatcgccaccgccagacttttaatctgtgaagcaggaggacgtttttattccctcctcgcgcaaaaagtgc

atcggatgttacttcccaaacccgaacaagtagagaatcagcttttacagtgggaggaaggcggagaaccgcaactgcttcccattctccccct

caatcaagtgatacatcaggaagagactttctctttcccgcaaaacaacatccccttaaccccatttcctcttgaacccaaaaacaccgttaat

cccttactcttaattcaaactagaggggaactgctatgtttacaagtggatcggattttagtggaacaagaattagtcattaaaactttaccttcgg

gtcccccgcttcccgattatgtacaaggttacaccgtcttagccgatggaagtctatcgctggtggtcgatcccgaagcgattatgacagagaca

gtagaagcgcaaaccgttactcacgcacccgttaaacaactttctcccgtcaccgcagaaaccacagagacaccgccagccaaagagacaa



64	
	

aacattcaaccgtgttagtcgttgaagattccattgtacaacggcggagtatggtggaaaccttagaaactgggggttatcccgttttacaagcag

gagatggcaaaagcgcgatcgcgctgttacataaacatcccgaagtgaacctcatcctctgtgatattgaaatgccccaaatgaatggctttga

gtttctcggctactgtcggcaacgcgaggaattatcccaaattcctgttattatgctcacctctcgcagtggggaaaaacaccgtaatctcgcgtc

acaactcggagcaaaagcctatttaactaaaccatgcagcgatcgcgccttactagaaacagtagcaaattatgaatcctaa 

 

• PCC7418_2050 CDS T02379 : multi-sensor signal transduction histidine kinase ; 1995 

nt 

ttgaatacaatccgagaaattcttgcccgttggtggtcagaattcacgctgcaaactcgtttaatggctgtaggaacactcgtcgtttcgttagtga

tgagtggcttaacgttttgggcagttaacaccattcaacaagatgcacggatgaacgatacccgctttggacgggacttaggactccttctcgctg

caaatatcgcccctcttgtcgcagaagataacctcactgaagttgctctcttctcaggacgattttacagcagtacctccagtgtccgctacattc

tctacgctgaacccgatggcaaaattcgctttgggattcccttttccgaagctgaaggagataacaccctcaccatccaaagacgaatccaact

ccccgacagttactatcccgactcagaaaaccctctcgtgcgtcaacattcgacaccgaatggagaagtgactgatgtttttgttcctctgaatt

acgataatgaatatctcggtgttcttgctgttggcattaatcccaaccccacagttgtcgcttcttctaacttaacccgtgatgtcaccattgctgt

gtttatctcgatttgggcgatggtgattttaggggcggtctttaatgctttaacgattaccaaacccattaaagaattattagtgggtgtgagaaata

ttgctgccgggaatttcaagcaacgcatcgaactccctttaggaggagagttaggggaactgatttcgagtttcaactacatggcggaacgcctg

gcgcgatatgaagaacaaaatattgaagaactgacggcggagaaagcaaaactggaaacactggtttcgaccattgctgatggtgcggttctca

ttgatactaatttaaatgtgatgttggttaaccccaccgccgaacggatttttggttgggaagggcgagaaataacaggacaaaatgttctccatc

atcttccccacgaagtcaacatggaaattagtgaaccgttgcaagaagtgattgcaaaagccacaacagaaggagaacaaaaagatcatgtt

gaggaaagctatagggagggcggagagtttcgcattaccctcagtagccctcatgaacgaaccgttagaatcttactcactcgcgtcttagacc

aatatcgagaaacgattaaagggctagcgattaccgtccaagatattacgcgggaagtggagttaaacaaggcgaaaagtcaatttatcagca

atgtttcccacgaattgagaacaccgttatttaatatcaaatcctttattgaaactctcgctgaatatggcgaggaattgacgcaagaggaacaa

aaagagtttttacaaacgacgaatagtgaaacggatcgtctgacgcgcttggtgaatgatgttctcgatttatcccgtttagagtcctcaaaagtc

tatcagatgagtgcggttgatttgagtcagcccattgaacaaaccctacggagttatcatctcaacgcgaaagataaagaaattgaactcttgca

agaggtacaacccgatttaccgcccgtaatgggaaactatgatttactgctacaagtgtttgcgaacttagtcggaaatgctttgaaatttagtaa

accaggcggaaaagtgatgattcgggcgtacttactcgatcctgaagatcatccctatcatcccagtccacaagtgcgggtagaagtcgctgat

acagggattgggattgataatgaggatcaagaagccatttttgatcgctttttccgtgtcgaaaatcaggtacatactttagaagggacaggctta

ggattatctattgtccgcaatattgtggaaaaacatcacagtatggtgcgtttagtgagtgagttaggggtggggacaactttctggtttgacttact

cgtccatgaatcggtgttagataaaaatgaggatggacaagcaaccctcaaagatgaacaattaatagtgaattctgaatcgaattag  



65	
	

• PCC7418_2178  CDS T02379 :  response regulator receiver sensor signal 

transduction histidine kinase ; 1122 nt 

atgagtcattccctaaatacggcaaaagcaaaacccgataccatcttagttgttgatgattctccagataatgtgttgctggtccagagcattttg

gaggaagagggctatcacattgaagtggcggaagaaggcgaaagcgcgatcaagaaagtcttagcaactcctccacagttgattttactggatg

tgatgatgcctggaatggatgggtttgaagtgaccgaacgcatccgccaagaagaggatttaccctttatccccattttactgattaccgcttatg

atcagccgagtgtggcgaaaggattggatagtggggcggatgattttattcgtaagccggttgaattagaagaattattagcacgagtccgctcat

tattacgtttaaagcatagtgtggatgaacgagatgaaattgcccgtcaacgggctgattttgtctctcgtctcactcatgatttacgaacgccgtt

agtcgctgccgatcggatgttaaatttatttcagcagggggcgttaggagaattatctgctcccatgcaagaagcggtggcgactatggaacgca

gtaatcggaatttactggatatggtcaataccttactggaagtgtatcgctttgaggcggggcgaaaagtcctcaattttagcccagttgatgtcaa

agaaatcattgatgaagtcatccaagaacttaatcctttagcagaagaaaaaggtttaagtttaacgttggaggatcacctcgaagctaatcaa

cccacaacggtcgagggagatcgattagagttacggcgggtatttacgaacttagtcgggaatgctattaagtttactgatgaaggtggggtgacg

gtgcgaatgcaaccaaggcaagaaacagaaacccctcagcttataattgaagtggaagataccggtcctggggtttcccccgaagaacaaaa

gactttgtttgaacggtttcggaaagggaaacatcagaattctggcagtggtttagggttgcatttgtcgcaacggattttagaaagtcatcatggc

aatattgctctagactcagaagtggggaaaggcagttgttttaccgtgacattacctctgacgcaaaattga          

 

• PCC7418_2200 CDS T02379 : PAS/PAC sensor signal transduction histidine kinase ; 

1173 nt 

atgtcttccttcctccaatcagctaaaaatatctcctctcgcgaaaaccaactccaacaacggattaccgaattagaagaagagaatcaacaa

ttaaaacagcaactagcaactgaagcaaccgccaatgaccaaccctttcgcaaaattttcaatgcgtccaacgatgcaattttagtcatcgatc

ccagtgctgatcaaattttagaagccaatccccaagctgaaaaactattaggctattcccgcgatgaattactcaattcagtttccgtttctaag

attcatccagaagaaatgccccaacttatggcatttacccgtaatattatcgccgttggtcaaggctggacgaatgaattgagttgtttaacgaag

tctggagaaaaacgcccgtcggaaatttctgcaaccgtcgtttactttcagaatcgtccttgcattattgctctcgtgcgagatatttcggaacga

ctaaaagcccaaaaagaagcgatagaagcaacagaagccctcgcagaattgggagaattaaccagtatgattgttcacgaaattcggaatcc

tttaacgacagttttaatgggtttagaagccctacaaaaaattgaattgcctccgcgagataaggctcgtttagaattagcttccgaagaagcac

agcgtttacagtctcttttagaagaaattcgtttatatacgaaaccccaactggttgaaaaagaaaccattgatttgaatcagttagcccaagat

gttttagaaattatctataaccaattctcagtacagcatgacattcaattgataacgatgtcggaacccgtcaaagttttaggggatcaatccaa

actcaaacaagtcttcattaatttaattaccaatgctggtgaagcagtggagacagatgagccaattacctggaaaatagagcgggaaaaaga
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gaaagttaaggtgcaagtgcataactatggttcgccgattccaccagaaatattacccaagctaaccaaaccattttttaccacaaaatcttca

ggaatgggcttaggattgcccattgcaaaacgcattgtcgagtcccatcaagggaacttttcaattgaatctcatcaaatggaaggaactacgat

cactctgtcttttccggttgcttctgctgaagagaattag 

 

• PCC7418_2222 CDS T02379 : response regulator receiver sensor signal transduction 

histidine kinase ; 1113 nt 

Atgaataattacccatctttactgattgttgatgatgaaccaaataattttgatgttattgaggctctattagaaggggaaaattacaaactctatt

acgcagcgaatgcctctcgcgccctccgctggttagaaaaaaatccagttgatgtgattttgctggatgtgatgatgccagaaattgacgggatt

acattttgttcttacttaaaaaataatcctgattatcaatatatcccgattattatggtcactgcattaacgggaaaagaagatttggcacggtgtt

tagaagcgggggcggatgattttattagtaagcctttaaactggattgagcttcgatcgcgcttgcattccatgatccgaattaagcaacaatatg

acaatcttcagttattgttgcaacgccgtgaagaaatggcggaaattattgttcatgacttacaaaatccagtcaccagcattgttttatcttgcga

aatgctcaagtttacgaacttagatgataaacaaagtaagaaagtggaacaaattagtgttgcggggaaacggttagaagaacaaattcaaac

cttactgacaatggcgaagttagaaacagggcgtttagttttaaacccaacttccacttccctgaagccttttttagaaaaactggttcaagaatt

tagcgcgatcgcgtccgcaaaatcaatcaccattacgcccgaattaaaagctgaaaatgatttcgcagccgtggattcccatttattttcacgga

ttattaataatttattatccaatgccttaaagtattctccccgaggcaaagaaattaaacttcaacttttagatacatccgaaaaagtgatcctga

aagtgcttgatcaaggaaaaggggttagtgattcctttaagcagaaaatatttaagaaatatgaaacaggcgttcagcatagtgatgttaaccaa

acggggttaggactagccttttgtcagatggcagttctcgcccatgggggtaaaatttatgttgaagataatgaaccacaaggggcaatttttacc

attgaaattcctcgattaaatgtttctgaacctgattcagtaagttccgtaagcgaatag 
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• PCC7418_2265 CDS T02379 : GAF sensor signal transduction histidine kinase ; 1953 

nt 

atgcacagatcgacttctttagtgacggagttattgggacaacttccgcacttacgaacccaaatttatttcaaatcctccttgactgctctttccc

acgccatggaggatcaagtttttgcaacggcagatcccccactggtgattgcaagttttcaacaggaacggttttatcgacaagaagcccatcgt

tatcgacgcttaggcgaaaaaagcgatcacatctacattttttgtgggggaaatacctcctttgaagagaatgagcaaacttgcaccaccattaa

ttttgctcccgatgatgtccttgctcaagaatggcatttaactgttattagcaaaacttttaccagttgtctaatttgtcgggaatgtgctgctcatga

taatgatgaagcggtcactttagattcagcgcgacggtttgaaggaatctggacatttgatgcggaagtgacaaaaaccgcaaccgctctcctgt

ttcaaaagattttatcttaccgccccgaattgcaatctcaaattgaagcagcccagcaatattatctaagcaatcccccacaacccgaatcttc

ctcagaatgggtgaatccagatgcgtttgtggaacggttggtaacgcatttacaggcgggacaatatcgggtaattcgggcttacagcgcgatcg

cgaaaaaagaagaaaaagaacgactcttgcggtctttaaccaatgccattcgtcaatcactagacttacaagaaattctcgaaattaccgttc

aggaagtaggagaagcccttgctgcttgtcggtgtttagtttatcgctgtcgccctgataccacgactgcaaccattgaacacgagtttttacgag

ataatattacctctgttgaaaacgaaatttggcccgttaaaaataatccgctattgcaaaacgtccgtgaaaaagggacacccatctatattaa

agacacaggatcagaaccgaccattcagaataattccctcttatcctcactggttgacgagcatcaaatttatagttggctctttattcccttgtt

atatcagggacaagtcattggcatgatcgaactgcatcattgctatcgtcgagaaaccgcgtggacagaggaagatattgaactcgtcgaagcg

atcgcgccccaaatcggactcgcccttacccaagccgaagcctatactaatctggaaaccctcaacgaacaactcgaagccctcgaacaaa

cgcgatctaaccttgtcgccatcacgggacacgaactccgcacccccctctccaccattcaagtgtgcttagaaagcctagtcagtgaacccg

atatgtccgaagaactgcgacaggtgatgttatctaccgcccttaatgatgcggaacgaatgcgtcgtctggtgcaagatttcctcaccctttccc

gtttagaaagtggacgtattgagtggaatccagaaccaatgtctgtagaagaatgtattgagttatccctcagtaatattcgcggaaaaaatacc

gaaacccccttacccgaaattgaaaatcaggcaaaaacagaccttcctctcacttatgtggatggagagtggttagtggaagtgttagccaaac

tgttagataatgcttgtaagtttaccgacaacactggcaaaattatcctttccgcagaaccccaaaaccaacatcaagtgaaagttactgtctcg

gatacgggacgaggaattgaaccttcccgcttagaaaccgtcttcgaccgtttttatcaagaagaaggggctttgcaacggacaacgggaggaa

caggtctcgggttagccatctgccgtcaaatcgtcgaaaaatggggtggagagatttgggcagaatcgacaggtaaaaaccaagggacacagtt

tcactttacgattcccatcgctaaagaagcccgcgttaaatctaccgttagccagtag 
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• PCC7418_2611 CDS T02379 : integral membrane sensor signal transduction histidine 

kinase ; 1446 nt 

atgacccgactccaatctttgcccagtaaacttcatcgtgcctttaaggcttggaatccgcgatcgctgcgttttcgtctcaccattggcattgcg

acagtatcagcagtcggtttgggtggcgtggcaatctggttgggttggagtatgaagcaaattctgatcgcagcgcacaaagaaaatattgtgtat

ttggcggaacgaatgcctcaagatatcgagatttatcaggagatgtatgcgccacaggaagcaatgcaaaaagcagtgcagaatttgagtcgcg

atcatgtttttctgtggattgaaaacgaacaagaccaattaattgctcgtacagacggtttagactcaccgcatccgttacctgtgtccccgcaac

tatcgatttttcccttttctggggttgatgtgtcgcaggtggaggatcgctattgggtactgtgtgccaacgccttggttgtcaatcagcaaacggtg

ggaaaactgtatattgctcaagatattagtcctgatcaaatcatgtttgttcagatgattagaaacttagggctagcaacagttgtcgccattggtg

gaatgagtctggctgggggcatttatattgcgcgatcgctgcttcctctccagcgcatttgtcaactcactgaaaggatttctgcggatcaattggg

agaagccaaaatagaactcgatcgcgccccgacagaagtcaaacaacttgccgagcgctttgatgagatgttgatgcgcttatatagggcttgg

gaacaacaacagcaatttgtcagtgatgtctcccatgagttacgcactcccctgacgattgtgtctggttatttacaaagtttgcaacggcgcggg

gataacttaagcccaccgcaacgagaggctttagcttgtgcgacttccgaggcagatcgcacgattcaactcttgcaagatttgttgactttagct

cgcattgataatggtcagatgcagtttcaactggaagacctttgtttgaaggaatttgtacaagaggtgatcactcttgctgaacaatatcacgat

cgcgcgattcgttacgaaggtagcaatgattcgattcgagttaatgttgatgccaatcgtctcaagcaagtgttactcaatctcatcgacaatgcc

gttaagtattccgaacccgaacaagctgttatcctgagtttacagaaacaggaaaacactgtcattttagccgtgcgtgatcagggaatagggat

tccttttgcccaacaaactcgcatttttgaacggttttatcgggtggatgatgcgcgatcgcgctccactggcggaacgggcttagggttatccatt

gtcaaaactctagtggaagggatggacggtaagattacagttagttctcagttaggcgtgggaacaacttttaccatttccttacctttcaagcaa

gagtga 
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• PCC7418_2615  CDS T02379 : integral membrane sensor signal transduction 

histidine kinase ; 1314 nt 

atgttccaaaccacacggagacggttagccttatggtacgccactgtcaccgcagtgctgttactcctgtttgcaacgggggtttatttctatgttc

gtagtacgctcattgaacgggttgatgataccttaaagcacgtggtagaagtggtagaacgatcgctgatgattcagccagttgcaacttccgat

aatggctaccgtctcgatattgaaaccagctttggcaatgatacggaaacggtagaagacgaccatattgatttagaatggtttaatccagaggg

ggagttagtgtggtcaactttttccgatgccattagctatcccctccataaaaatcgttccacagaaacggttcatttggcttcgggatacctttta

cgtcaagtgactgaaccgattcaactgggaaaacaaactttagggtatctgcgcgtcagtcatccttggtttgaggtaacaaagccgattcgaca

gttacttttagatttaacgattgggattagtgcggttgtggtttgtgttgcgggaattagctggtggttatctgggattgcgattcaaccggtgaaaga

atcctatcaaagtctgaaacagtttaccgccgatgcttctcatgagttgcgaaacccgatcgcgatgattcaaactaatgtgcaaatggcacttg

cctatcctgatggggaattacaacagcaacagttacaagtgattgaacgcttgacgcaacgcttgggaaaattggtcaatgatttgttattcctag

cgcgatcggatagtgggatgattgcaacgcaacaacagtccattcctttggatgcgttattgatggaagtgatggaagaacaaagcgcgatcgc

gcaacaaaaaggaatcaaactcaacctccatctccctgaatcagaaacagacactgctttcagtgtcaaaggcgactgggatcagctagcgc

gactcttcaccaacttgattagtaatggaattgaacattccgatcaagaaacggtttcaccaactgtaaccattgaagttcagcagatcaaacg

caaccatcatcattacttacaagttgatattaaagatacaggaaaaggcatcccagaaacagcgattccccatttgttcgatcgcttctatcgcg

tttctccctaccctcaagatagcaccactcaaggcgcaacaggtgcagggttaggtctcgcgatcgcgcaagccatcgtccaaaatcatcacg

gcgatattagcgtctctagtttccccaaacaaggaacaacctttactgtcaccctccccgaaaacagtgacccgtga 

 

• PCC7418_2831 CDS T02379 : putative CheA signal transduction histidine kinase ; 

879 nt 

Atgtcccttgatccagaaatccgtgaccaagcctatcaattctttgtagctgaagcccctgaactcttacaaaccatagaatcagggattctaa

ccctcagagaagactataacactgctaaagtccatggcattatgcgggcagcccattcgattaaagggggtgcagcaggcgtgggcttagaggg

aattaaatcgatcgcgcatcggttagaagatatcttcaaagccttatatcatgcagaagataaaattacccctgaatttgaacggaaattattac

acggctatgactgcttacaacgcccgctaacggaacaaattgaaactgggagttatgacgcagaagcagccgttcaagaagcagaaagtgtcc

tcagagggattgaagacgagttaggggaggcgatgacccaaggcgaagactatatccccagttccgaagatttgggcgttgatatggcttcttcc

atctttgaagtggatgtggaacaagggttagaacaccttagaactgtgattgcttcccctaatcagtatgaagtgctgggagaagtacgggcgca

agcggaagtctttacaggattagcggaaatcatgggcttggcgggctttggtgaaattgccaacagcgcgatcgctgcactagatcgtcatccag

aagccgtcattgagattacaaatttaatgattgaagacttagaagcgggacgcaatgcgtttttaaacggcgatcgcgcagaaggagggaaacc
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ctccgcagcgttactggcttatacagaaacggaagagacaactattaatttagaagaaaatcttggagatgacaccgacagcgaagaaataac

cgttaacgctgatgatctctttggggggtga 

 

• PCC7418_2832  CDS T02379 : putative CheA signal transduction histidine kinase ; 

2295 nt 

atgatctctttggggggtgagttagaaacagaagaagaaacaacgattcacttagaagaaacttcagaagataccgttaacgctgatgatctctt

tgggggtgagttagaaacagaagaagaaacaacgattcacttagaagaaacttcagaagataccgtcaacgctgatgatctctttgggggtgag

ttagaaacagaagaagagacaactcaaagcatccccactaatctagacgatgcgattaccgccattaacgaaaacttttctgatttaccgcca

gcgcaaaacttacccactccccctatccccaaagcagaaacagaaacgacacccacaccacaaccagaaaccaagaaatccccgaaaaa

atcctctcaaccttccattcgcgtcgatgtggaacggttacaagccatggataaccagttaggggaattagttatccaacgcaatagtcttgcggt

tcaaaacgaacagctacaaagagagttaagagaactcctcaatcggttttcccgctttcaaaacttagtgggacgcttacaagaattttccgat

caagaagtgattcgagaaagcactcaaaaacagtctcgactctctccgcaaaagcaacagacagattcgtctcccgtcagtgaacaacccga

atcggttctcgatattgatttcgatagcttggaattggatcaatatggggcattaaacgcgattttgcaagaattattagaagaaacggcgcaaat

tgaagaatctgtcggcgatgtttccttatttgccgatcaatccaaccaaacgctacaaggacagcgtaaaatgttggaacaattgcgagatgaat

tgatttgggcgcggatgttgcctttgagtaatattttggatcgatttcctcgtattttgcgcgatttttccgatcagtatcaaaaacccactcgcttaa

gtttagaaggaactggcgtaagagtggataaaagtgttttagaaaagttgtatgatcccctgacgcatctgattcgtaacgcctttgatcatggca

tagaagccaccgaaaccagagaacaaaacgggaagtcagaagaaggagaaattgcgattcgggcttattatcagggaaatcaaaccgttatt

gaaattagtgatgatggcggtgggattgatgtggagaaggtgaaagcgaaagccttacaaacgggtttactcagtgaagaccaagccgaacgtt

tttctaaagaacgattatataacttactatttgaacctgggttttctaccgcgaaggaagtcacggagttatcagggcgcggagttggtttagatgt

ggtgcgcgatcaaattcaagccttaaaaggaagcatcagtttacagtcaaaattaggacaaggaacaacctttatcttgagtctccctaccact

cagtcaatggcgaagttattgattgttttagtggataccacgatttgggcgctaccgtccgataatattgaacaaattattgttcccatggctgaac

aagtgaaaaatacagggaatcaacgctttctctggtgggaagaccaagcaactcccatttataccctcagagacttactcgattataattgtcc

gcttcctgctgcctctcccgacttacaagcattgggcgcagcaacccaaggacaaaatcgatcgcgccccttattaatcttaaaacggggaga

acaacgctatcccttagaattagaccgcgtaattactgaacaagaattagtgattaaatctcttggcagcgcgatcgcgcccccagaatacgttt

caggctgcaccattttaggggatggcagaattgttcctgtgatggatgttttcgccttattacaatccgttcaacaaacgccccaagcatcggttgt

tactcccactcccacccgttccctcaacagtaaaatcccaacgattcttgtagtggatgactccgcaacccaacgccaaaccttaaacttttcc

ttacaacgcgctggctatcaggtgttacaagcaggagacgggagagaagccatttccatgttagaacgttatcccgacacaaatttagtggtgtg
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cgatattgaaatgcccaatcttaacggctttgaatttctccgttaccgtcgtcaaaataacactctcaatcaaatccctgtggtaatgttaacgtc

tcgcagtagcgacaaacatcggaaactgtgcactcatctcggggcaagtcactattttacaaaaccttatctggaaaaagattttcttggtacac

taaaaactatcatcgatcaataa 

 

• PCC7418_3282 CDS T02379 : putative CheA signal transduction histidine kinase ; 

921 nt 

atgagtgataatcaacaacgtatcctcggatattttattgaagaagccaaagaacatttagaaaccttagaaaatggattactgaatctttccac

agcttctgaagattcagaacaagtggatgatttatttcgagcagcccactccattaaaggaggcggagccatgttagggtatgggagtatccaaa

aaacagcccaccgcctagaagatgcctttaaagtctttcgcgacggcactgttaatgttgacgaaaagctcgaatcgctttttctctcggcgtttg

atgtgctcaaagatctaatcacccgtttggaatcgccagagggcttaagtgaagcgcaagggaaagaactggtcaaaggagcagaatctcagtt

taaggaattacagcaacatttagatcaatgtgcggatgtggaagcagttatagccgacattggagacaactcaaaccaagaagaaacagaaa

ccattgctgctccagcacaagcagagaccgcgactccccttgcggaaatccgacccttgttacgggaaatgctgcaattgtttagaggggaaga

taacgctgagacccgggaaaccttgtggaacacctgcgatcgcgccaaaaatctcgctcccgatcacgccaactggacaaaattagtggaaa

ctggcaaaagcgcgatcgctaatcccaaacattcctacaacaccctcgcccccgtcgtcattcaagaactcaaacaaggggctgattgcttag

aactcgatcaacccgaacaaatcaatattagcgacaccctcaagagtcttgctaatacccccaccccccaagtcttaattcctgctgaaccag

aagcagcagcagccttactcaaacggatctttaaccaacagcaactgtctcaactgagagaaaaaatcagtgtctga 
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• PCC7418_3344 CDS T02379 : CheA signal transduction histidine kinase ;  2868 

nt 

atggatagcgaagcacaagcgagacaggattttcttgaagaagccattgaatattgtgatcagctagagtcagcccttttaggaattgcggaaca

aggggttgatttaaaagaatttgatgcagcagccagggcagcccattccattaaagggggggctgcgatgatggggtttggtgcgctcagtcgca

ccgctcatgctctggaagattacctgaaaattttgcaggcgcgttttcaacaggtagaagtcaatacggagttagaaacttttttactgcgaggag

tcgattgtttacgggcaattggtgaccaatatcgtcaaggtcagcccccacaaccagactggttagagcaacaaacaacaagcatttttgaccc

cctgcgggaacggttaggcgaattaaccgaggcagatgaaactgcattactctcgaaagaagaagatgctgatgttgctgatttgctttttggcac

tggggtggaagagactttagagcgattaaaagaacaattgacgctgctttctcctaaagaattgacagttgctttaaaaaataccagcgaggaat

tagcggattttggacggatgattgagtgtgagccgtttgtgggcttatgtgagtcggttcagcagcatttaaatgagagtcctttagaacaggtaaa

atctttaacgcgcagcgcgatcgcgcaatgggaacgctcacaagccctgattcaactcggtcgtcaagaacatctctcccctcaactcgacac

cagtgaagtggtttctgaggaaatggaaaactgggaaattcctgattttgatgatttcgatctatccagttttgaagatctcgaagccgttgcagca

gaagaaaactgggagattcctgattttgacgctttagacatccctgaagcatcagaggaggaaatggcaacggttactccaagtttatctgagaa

gccagaagaaacggtaagcgaaacctctcaaccacaaattgaagaactccctgttcccacccaacgcgaagagagtaccgtcagggtttctg

tggaacaactcgctcgcatcaataccctctttagtcgtttaattctagaacgggaattactcaactctcgtctctcggagttggaagagtttgtaa

atctcagtaaatcaagaactcagcaactagagcaagccaacacacaactgcgaaaatggtatgacaaattaaattatgaacgggtaaccgttt

ctaacacgcccagtctggaaacggaagacttcgacaccctagaaatggatcgctacagtgacttgcacgttctcttccaagaacaaatggaaa

ccattgttcagttacaggaagtaaccagtgacctagaagtcagttcccgagaagttaaccaagccatgggggaattaaattttaccaccagcga

tttacaacgagggattactagagtacaaacccgccctttttccgaagcagtgaaaggattccgacgggtgattcgagatttgtcggttcagtatga

taaacccgttaccattgaaattcagggagaaaatacactcatcgatcgcgctgcgtttgaagccctatccgcccccttaaatcacctcctccgt

aatgcctttgaccatgggattgaagaccctcaaactcgcctccagcaagggaaaccagagcaaggcaaaatcaccctgaatgcggtcaatca

ggggaataaaaccatgatttccattagcgatgatggcggtgggattaatcgcgacaaaattaaagcgcgtttgcaggaaatgggcgtgaccccc

tctgaaatcgaacaattcagcgatcaaaaacttctcgactccatttttacccctggcttttccaccgccgaacgggtgacagaattatcagggcg

tggcgtgggcatggacgtagttcgcaccaacttagaaaaaattcgcggtgacgttcatgtggatacaaaattgggcgcgggaacaacctttaga

atcagttttccgctctcggtttccattgcgcgggttacaatcgtggaaagtgctgggctggtgtttgcccttcctgtggaaatggtgaaagcctttgc

gcccttcgatgccgaagccgaagctacaggagaaatcctctggaatggcgcgatcgtcccgatcaccagtttagaggcttggtcacggtttaat

cgtcctgtgaaaccttttgtcatgagaggaactgcaacgctcgatcgcgctaccgtcttaattgtcaattatcggggatcatggcaagggctgcgg

gtagatcgcttctggcaagagcaagaagtcgcattgcgtagcgttgacagtcctcttcccttaccgcctggggtaacaggtgcgacagttttagg

agatggtcgtccgattccgctagttgatccagtacaacttctcaactggtttcaacaaccccacacagaaactgaagccccttctgatgtcgcct
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ctcccgatcagaccatggagacagacaccattctcatcattgacgactcaattcatgtccgccgttatctcgccttagccttagaaaaagcggg

ctatcaagtcgaacaagccaaagatggacaagaagcggtggataaagttttcagtggcttacccatcaaagcagccatctgtgatattgaaatg

cctcgtctggatggttacggggttttaggagaaatcaaaaatcatcccgagtttaaacagttaccgattgcgatgttaacctctcggggaaatgag

aaacaccgcaaactagcgataaagttaggcgcgtctgcttacttctctaaaccctacaacgagcaagagttactcagcacccttgccaccatg

ataaatgaacggatccccagcgcgtag 

 

• PCC7418_3363  CDS T02379 : GAF sensor signal transduction histidine kinase ; 1473 

nt 

ttgattttagtttctgcaggtgagttaattattttaaacgctggtctcaaactttcttcagaagccaatccagacctagaaaccactagaataggg

agtagtaccgtttttgacaacggaatcaactttgtcctcaagcgaaatgtttccccaatggtgaaccgacttttattccccgctagctctgaattta

ccgcactttgccgttcgcaagtgagcaatttacaagaaggattaaatgcagatcgcggtgcggtttacttaacgaaagaattgacatctggaact

cgacagttgattcccattgtggtctatcccgaagatagcagttgttgggaagagacagttgaaaaagacacaattgttacatccgatgattcatta

ttagaaaatactccttttgaattgccagcaagtgcttcttccaccgaggttacaccacagttagccacagcgcaaccgaatctgatccctgatgt

ggttaaccaaaacaatcaacatcaaattgtttttccgttactgcatgaaaatgtcatgatggggttattagtcgttgctcgtcaacaagcccagtg

gagtcagtgggagtttacccaaattcagcgcactgcaacaacgatcgcgctggcttgcgttttagatcaacgtcagggactctcgcaacagcaa

cttcgtgaacaacaatggcaacaacaacgacagcgagatcaactcgatgatattctgcaccagttacgaaaccccctcatggccctacgtac

ctttgggaaactgctgctgaaacggtttcagcctgaggatgatgagaaaaaacgctccctcgccgaaaatgtgctgcgagaaagtgaacgtctc

cagcaattactgcaagaaatgggggattatttggatcaaattggaaccctgacagaagaagatgtcactgttgagacccaaacaaaaccgctt

ctcgggagtgatacaactgtcaaatccttacccccaagtcagaccttaaacttagaaaccttagctttgaatgaggtattgcagccaattgtaaa

ttccatgagcgcgatcgcgcaagaccataagattgatctcaaaaccgacattcccgatcatctccccccgattcaagccaaccgcaaagcctt

acaagaagttctgagtaatctcttggataacgccatcaaatacacccccgaacaagggacggttgaagtcgtgatttgtaacgacaaaccgaa

ccaacaagggattatcattcgggataatggtgctggtattccgccagacgatcaacccaaaatctttcaacgacattatcgcggagtgcagtca

gaaggggatattccaggaactggcttaggcttagccattgcgcgggattatgtggaacaaatgcaaggtgaaattgaattaatctctccagcagt

tccccctgaaaaccccacccatgggacagcttttattgtttggctgaagcggtag 
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• PCC7418_3509 CDS T02379 : histidine kinase ; 1347 nt 

gtgagtgttcaacagttgccagcattaagtcaaatgatggaaagacaacagtcctcgggaaaaacggatcaattgcaaggatggcgggaatggt

acagcgcgatcgcgtcactagaatcattactcaaaccgatcgcgcaaggattgattttgtccagtcccgcacccgttaccaaccccaatcaaa

gtttgacaactgttgtttttacccctgaaatcacgttagcgggggtgagttcttcacgcctactgacttttgcacccgttcgcggagaagaaacag

cccaccattcctcaccgatccaagcaatcccgctatcagcagatgatcccctacaagatgagcagttttgcttagtttttacctcagaattttctc

tgttactgatgctaacggttgactcagaaggaaactcccattttgatttttcctttgatcctgaagtgactcaacgggcttggctaaggctgcgatc

gcgcttacaaagaaattccccagaacacctgacctcgattgaagaaaaacgagaacagtttcccctgtgtcctcctcattatcgtctggtcagc

gatttcactcgacaactattaactcatttaccagccgagaaacccgtcagcgaacatcacaatcttgatcaagcccaaactcctgatgtggaa

ctgttgcaagctctcacccatgaagtgagaacgcccttaactacaattcggatgctaacgcggttacttctaaaacggaaagatttaggatcag

atgttttgaaacggttgcgcgtgattgatcaagagtgtaccgaacaaattaaccgcatggaattaattttccaagcgacagaattagaaggaaaa

accaaacaaggcgtgcagttaactcccattcccttagaagatttattcgccaaaagtattccttactggaaaaaacaagccaaacggcggaat

gtggaattagatgtcattcttcccaaacagttacccaccgtcattagtagtccagagttactgacacaagtgttaacgggattaatggaaaacttt

acatctcgtttacccagtggcggcaaaatgaaaatccaagtgactacagcaggaagtcaaattaagctgcaattattatctcaaacttccaacg

cgcaaagcatcggtcaaaatcgggttcagtctccaggaaagtccattggtcaactgctaaccctacaacccgaaacaggaagtctgagtttaa

atttaagtgtcacgaaaaacctatttgaagcccttgggggtaaattaacggttcgtcaacgtgcagaaatgggagaagttttaaccgtattcctcc

cagcaagcattattaatcagtga 
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ภาคผนวก ค 

 

ผลการวัดคKาการดูดกลืนแสงดDวยเครื่องนาโนดรอป จากการสกัด total RNA 

 

ภาวะที่ใชDในการเลี้ยง ชุดการทดลองยKอย ความเขDมขDนของ RNA 

(ng/µl) 

A260/A280 

ภาวะปกติ - 327.0 1.86 

ภาวะเครียดจากเกลือ 

(salt stress) 

0.5 hour 889.2 2.04 

1 hour 1,004.0 1.93 

3 hour 700.9 1.98 

6 hour 1,395.4 1.83 
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ผลการเปรียบเทียบความเขDมของ band ที่ไดDจากการทำ PCR 

 

ภายใตDภาวะเครียดจากเกลือโซเดียมคลอไรด; 2M  

 

AprnpB (internal control) 

Treatment Control 1 6 

Run1 1 0.52 0.35 

Run2 1 0.42 1.35 

average 1 0.47 0.85 

SEM 0 0.07 0.71 

 

PCC7418_0715 

Treatment Control 1 6 

Run1 1 16.75 2.92 

Run2 1 16.98 2.81 

Run3 1 18.11 3.32 

average 1 17.28 3.02 

SEM 0 0.73 0.27 

 

PCC7418_0766 

Treatment Control 1 6 

Run1 1 12.32 2.05 

Run2 1 14.54 2.75 

Run3 1 12.48 2.92 

average 1 13.11 2.57 

SEM 0 1.24 0.46 
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PCC7418_1721 

Treatment Control 1 6 

Run1 1 13.13 2.72 

Run2 1 9.3 3.07 

Run3 1 12.63 2.12 

average 1 11.69 2.64 

SEM 0 2.08 0.48 

 

PCC7418_1838 

Treatment Control 1 6 

Run1 1 18.27 1.36 

Run2 1 18.36 1.38 

Run3 1 20.31 2.72 

average 1 18.98 1.82 

SEM 0 1.15 0.78 

 

PCC7418_2050 

Treatment Control 1 6 

Run1 1 3.8 1.34 

Run2 1 4.33 0.85 

Run3 1 6.34 0.72 

average 1 4.82 0.97 

SEM 0 1.34 0.33 
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PCC7418_2178 

Treatment Control 1 6 

Run1 1 3.27 0.82 

Run2 1 3.36 0.5 

Run3 1 4.78 0.71 

average 1 3.80 0.68 

SEM 0 0.85 0.16 

 

PCC7418_2200 

Treatment Control 1 6 

Run1 1 5.2 1.08 

Run2 1 7.19 1.69 

Run3 1 3.96 1.36 

average 1 5.45 1.38 

SEM 0 1.63 0.31 

 

PCC7418_2222 

Treatment Control 1 6 

Run1 1 2.58 1.08 

Run2 1 2.24 1.26 

Run3 1 3.12 0.63 

average 1 2.65 0.99 

SEM 0 0.44 0.32 
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PCC7418_2265 

Treatment Control 1 6 

Run1 1 4.76 1.56 

Run2 1 6.98 1.1 

Run3 1 8.69 1.39 

average 1 6.81 1.35 

SEM 0 1.97 0.23 

 

PCC7418_2611 

Treatment Control 1 6 

Run1 1 7.9 1.83 

Run2 1 6.02 1.9 

Run3 1 7.92 2.5 

average 1 7.28 2.08 

SEM 0 1.09 0.37 

 

PCC7418_2615 

Treatment Control 1 6 

Run1 1 0.96 1.67 

Run2 1 1.35 1.24 

Run3 1 1.07 1.86 

average 1 1.13 1.59 

SEM 0 0.20 0.32 
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PCC7418_2831 

Treatment Control 1 6 

Run1 1 7.46 1.29 

Run2 1 4.16 1.64 

Run3 1 5.2 1.43 

average 1 5.61 1.45 

SEM 0 1.69 0.18 

 

PCC7418_2832 

Treatment Control 1 6 

Run1 1 8.98 1.37 

Run2 1 6.59 1.32 

Run3 1 5.12 1.83 

average 1 6.90 1.51 

SEM 0 1.95 0.28 

 

PCC7418_3282 

Treatment Control 1 6 

Run1 1 1.81 0.6 

Run2 1 1.15 0.75 

Run3 1 1.11 0.78 

average 1 1.36 0.71 

SEM 0 0.39 0.10 
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PCC7418_3344 

Treatment Control 1 6 

Run1 1 4.58 1.45 

Run2 1 6.97 2.52 

Run3 1 8.94 3.17 

average 1 6.83 2.38 

SEM 0 2.18 0.87 

 

PCC7418_3363 

Treatment Control 1 6 

Run1 1 7.65 2.39 

Run2 1 6.99 1.83 

average 1 7.32 2.11 

SEM 0 0.47 0.40 

 

PCC7418_3509 

Treatment Control 1 6 

Run1 1 0.98 0.41 

Run2 1 0.66 0.47 

Run3 1 0.69 0.21 

average 1 0.78 0.36 

SEM 0 0.18 0.14 
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ผลการคำนวณระดับการแสดงออกของยีนกำหนดรหัส HK ทางสถิติดDวยโปรแกรม SPSS v22 
 
95% 

One-Sample Test 

 

Test Value = 1 

t df Sig. (2-tailed) Mean Difference 

95% Confidence Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

gene0715_1h 38.736 2 .001 16.28000 14.4717 18.0883 

gene0715_6h 13.015 2 .006 2.01667 1.3499 2.6834 

gene0766_1h 16.946 2 .003 12.11333 9.0377 15.1890 

gene0766_6h 5.910 2 .027 1.57333 .4278 2.7188 

gene1721_1h 8.891 2 .012 10.68667 5.5147 15.8586 

gene1721_6h 5.900 2 .028 1.63667 .4432 2.8302 

gene1838_1h 27.017 2 .001 17.98000 15.1166 20.8434 

gene1838_6h 1.822 2 .210 .82000 -1.1164 2.7564 

gene2050_1h 4.942 2 .039 3.82333 .4947 7.1519 

gene2050_6h -.159 2 .888 -.03000 -.8422 .7822 

gene2178_1h 5.733 2 .029 2.80333 .6992 4.9074 

gene2178_6h -3.445 2 .075 -.32333 -.7272 .0805 

gene2200_1h 4.730 2 .042 4.45000 .4022 8.4978 

gene2200_6h 2.137 2 .166 .37667 -.3818 1.1352 

gene2222_1h 6.427 2 .023 1.64667 .5443 2.7491 

gene2222_6h -.053 2 .962 -.01000 -.8161 .7961 

gene2265_1h 5.107 2 .036 5.81000 .9150 10.7050 

gene2265_6h 2.606 2 .121 .35000 -.2278 .9278 

gene2611_1h 9.968 2 .010 6.28000 3.5692 8.9908 

gene2611_6h 5.064 2 .037 1.07667 .1618 1.9915 

gene2615_1h 1.091 2 .389 .12667 -.3728 .6262 

gene2615_6h 3.217 2 .085 .59000 -.1991 1.3791 

gene2831_1h 4.729 2 .042 4.60667 .4155 8.7978 

gene2831_6h 4.457 2 .047 .45333 .0157 .8909 

gene2832_1h 5.242 2 .035 5.89667 1.0571 10.7362 

gene2832_6h 3.122 2 .089 .50667 -.1917 1.2050 

gene3282_1h 1.571 2 .257 .35667 -.6199 1.3332 

gene3282_6h -5.209 2 .035 -.29000 -.5296 -.0504 

gene3344_1h 4.625 2 .044 5.83000 .4062 11.2538 

gene3344_6h 2.752 2 .111 1.38000 -.7775 3.5375 

gene3363_1h 7.519 2 .017 5.60000 2.3955 8.8045 
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gene3363_6h 6.320 2 .024 1.06333 .3394 1.7873 

gene3509_1h -2.189 2 .160 -.22333 -.6624 .2157 

gene3509_6h -8.100 2 .015 -.63667 -.9749 -.2985 

 
99% 

One-Sample Test 

 

Test Value = 1 

t df Sig. (2-tailed) Mean Difference 

99% Confidence Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

gene0715_1h 38.736 2 .001 16.28000 12.1088 20.4512 

gene0715_6h 13.015 2 .006 2.01667 .4788 3.5546 

gene0766_1h 16.946 2 .003 12.11333 5.0188 19.2079 

gene0766_6h 5.910 2 .027 1.57333 -1.0689 4.2156 

gene1721_1h 8.891 2 .012 10.68667 -1.2433 22.6166 

gene1721_6h 5.900 2 .028 1.63667 -1.1164 4.3897 

gene1838_1h 27.017 2 .001 17.98000 11.3749 24.5851 

gene1838_6h 1.822 2 .210 .82000 -3.6465 5.2865 

gene2050_1h 4.942 2 .039 3.82333 -3.8547 11.5013 

gene2050_6h -.159 2 .888 -.03000 -1.9035 1.8435 

gene2178_1h 5.733 2 .029 2.80333 -2.0502 7.6568 

gene2178_6h -3.445 2 .075 -.32333 -1.2550 .6083 

gene2200_1h 4.730 2 .042 4.45000 -4.8869 13.7869 

gene2200_6h 2.137 2 .166 .37667 -1.3730 2.1263 

gene2222_1h 6.427 2 .023 1.64667 -.8962 4.1895 

gene2222_6h -.053 2 .962 -.01000 -1.8694 1.8494 

gene2265_1h 5.107 2 .036 5.81000 -5.4812 17.1012 

gene2265_6h 2.606 2 .121 .35000 -.9828 1.6828 

gene2611_1h 9.968 2 .010 6.28000 .0271 12.5329 

gene2611_6h 5.064 2 .037 1.07667 -1.0336 3.1870 

gene2615_1h 1.091 2 .389 .12667 -1.0255 1.2789 

gene2615_6h 3.217 2 .085 .59000 -1.2302 2.4102 

gene2831_1h 4.729 2 .042 4.60667 -5.0610 14.2743 

gene2831_6h 4.457 2 .047 .45333 -.5561 1.4628 

gene2832_1h 5.242 2 .035 5.89667 -5.2667 17.0600 

gene2832_6h 3.122 2 .089 .50667 -1.1042 2.1176 

gene3282_1h 1.571 2 .257 .35667 -1.8959 2.6092 

gene3282_6h -5.209 2 .035 -.29000 -.8426 .2626 

gene3344_1h 4.625 2 .044 5.83000 -6.6809 18.3409 
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gene3344_6h 2.752 2 .111 1.38000 -3.5966 6.3566 

gene3363_1h 7.519 2 .017 5.60000 -1.7918 12.9918 

gene3363_6h 6.320 2 .024 1.06333 -.6066 2.7333 

gene3509_1h -2.189 2 .160 -.22333 -1.2360 .7893 

gene3509_6h -8.100 2 .015 -.63667 -1.4167 .1434 
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