
การสรางชัตเทิลเวกเตอรและการศึกษาเบื้องตนของยีนเดกซแทรนเนสจาก  
Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ที่แสดงออกใน Bacillus subtilis 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นางสาววรรคพรรณ  นาควชัระ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึง่ของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิชาจุลชวีวทิยาทางอุตสาหกรรม       ภาควิชาจุลชวีวทิยา 

คณะวิทยาศาสตร   จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย 
ปการศึกษา  2548 

ISBN  974-53-2742-5 
ลิขสิทธิ์ของจฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั 



CONSTRUCTION OF SHUTTLE VECTOR AND PRELIMINARY STUDY OF 
DEXTRANASE GENE FROM Arthrobacter sp. STRAIN AG-2 

EXPRESSED IN Bacillus  subtilis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Miss Vakkapun  Narkvajara 
 
 
 
 
 
 
 
 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements  
for the Degree of Master of Science Program in Industrial Microbiology 

Department of Microbiology 
Faculty of Science 

Chulalongkorn University 
Academic Year 2005 
ISBN  974-53-2742-5 

 



Arthrobacter sp. AG-2 Bacillus
subtilis

.
.

   ………………………………………….. 

   ( . )

   …………………………………………… 

   ( . )

   …………………………………………...  

   ( . )

…………………………………………...

   ( . )

   …………………………………………… 

   ( . )

   …………………………………………… 

   ( . )



 : 

 Arthrobacter sp.  AG-2 Bacillus subtilis
(CONSTRUCTION OF SHUTTLE VECTOR AND PRELIMINARY STUDY OF 

DEXTRANASE GENE FROM Arthrobacter sp. STRAIN AG-2 EXPRESSED IN 

Bacillus subtilis) .  : . . , .  :     

. . ;  80 .  ISBN 974-53-2742-5. 

pGEMTF  8 

pGEM-7Zf(+)  pTF6  Escherichia coli Bacillus sp. 

Arthrobacter sp. 

AG-2 Bacillus subtilis
Arthrobacter sp. 

Alw21I    pGEM-7Zf(+)  pGEMDEX 

pGEMDEX Alw21I

 2  pGEMTF PstI
Alw21I  E.coli DH5

10  pBUNDEX  pBUNDEX Bacillus subtilis 3 

 MI111, MI111 low protease  MI113 Bacillus
subtilis  pBUNDEX 

              ………………………………………….

……………………………

  2548   ………………………..



# # 4572633723 : MAJOR INDUSTRIAL MICROBIOLOGY 

KEY WORD: DEXTRANASE/ Arthrobacter sp./ EXPRESSION VECTOR  

 VAKKAPUN  NARKVAJARA : CONSTRUCTION OF SHUTTLE VECTOR AND 

PRELIMINARY STUDY OF DEXTRANASE GENE FROM Arthrobacter sp. STRAIN 

AG-2 EXPRESSED IN Bacillus subtilis. THESIS ADVISOR : ASST. PROF. SUPAT 

CHAREONPORNWATTANA, Ph.D., THESIS COADVISOR : ASST. PROF. 

SUTHEP THANEEYAWAN, Ph.D., 80 pp.  ISBN 974-53-2742-5. 

  pGEMTF (8 Kb), a shuttle vector that was constructed from pGEM+7Zf(+) and 

pTF6, capable of replicating in E.coli and Bacillus sp. was used as an expression vector  

for dextranase gene (dex) isolated from Arthrobacter sp. strain AG-2 in Bacillus subtilis.
The dex amplified by BUN+F and BUN+R primers, with Alw21I restriction site at their 

5’end, was cloned into  pGEM-7Zf(+) and designated as pGEMDEX. The Alw21I 

fragment from pGEMDEX containing dex was cloned into PstI cut pGEMTF by using     

E. coli DH5 as host. The 10 Kb product that contained dex was found and designated 

as pBUNDEX. Finally, pBUNDEX was transformed into 3 Bacillus subtilis strain;MI111, 

MI111 low protease and MI113 host. Plasmid size in these Bacillus subtilis strains was 

smaller than pBUNDEX in E.coli and dex could not be detected by PCR amplified. The 

result showed that constructed plasmid was deleted when transformed into Bacillus 
subtilis hosts.
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บทที่ 1 
 

บทนํา 

 
 โรคฟนผุ (dental caries) เปนโรคที่มีความสัมพนัธเกีย่วเนื่องกบัจุลินทรียที่อาศยัอยูใน
ชองปาก และนับเปนปญหาทางสาธารณสุขที่สําคัญ เปนโรคที่เกิดขึ้นกับเนื้อฟน มีการทาํลายเนื้อ
ฟน และละลายเปนโพรง เมือ่ปลอยทิ้งไวจะลุกลามไปถงึประสาทฟน ทาํใหเกิดอาการเสียวฟนและ
ปวดฟน ถาปลอยไวไมทาํการรักษาอาจจําเปนตองทอนฟนทิง้ สงผลใหประสิทธภิาพในการบด

เคี้ยวอาหารลดลง และจะเปนสาเหตุใหฟนซี่อ่ืนๆเสียมากขึ้น เพราะฟนติดอยูกับกระดูกแบบขอตอ
มีการเคลื่อนทีไ่ด เมื่อมีที่วางฟนซี่ถัดไปจะเคลื่อนเอียงไดทําใหชองวางระหวางฟนมากขึ้นอนัจะทาํ
ใหเศษอาหารติดและกอใหเกิดโรคฟนผงุายยิ่งขึน้ 
 โรคฟนผนุั้นเกดิจากสาเหตุสําคัญสองประการ ไดแกการที่จุลนิทรียในชองปากใช

คารโบไฮเดรตเปนพลงังานผานกระบวนการไกลโคลิซิส แลวเปลี่ยนเปนกรดอินทรีย เชน กรดแลค 
ติค กรดอะซิติค และกรดโปรพิออนิค ซึง่กรดอินทรียทีเ่กิดนัน้จะละลายแคลเซียมฟอสเฟตซึ่งเปน
สวนประกอบที่สําคัญของผวิเคลือบฟนเเละเนื้อฟนจนลุกลามเกิดเปนโรคฟนผุ (demineralization) 
(Melville และ Russell, 1981; Thytrup และ Fejerkov, 1986) และอีกสาเหตุหนึ่งคือ  พฤติกรรม
การบริโภคอาหาร (Noltel, 1973; Melville และ Russell, 1981; Wolinsky, 1988) ยกตัวอยางเชน 
ความถี่ในการรับประทานอาหารและชนิดของอาหาร เปนตน  
 จุลินทรียในชองปากที่เปนสาเหตุทาํใหเกิดโรคฟนผุ ไดแก แบคทีเรียในกลุมของ 
Streptococci และ Lactobacilli โดยเฉพาะอยางยิง่ Streptococcus mutans (Schuster, 1983) 
แบคทีเรียเหลานี้สามารถผลติพอลิแซ็กคาไรดประเภทกลูแคนที่ประกอบดวยกลูโคสหนวยยอย 
โดยสามารถแบงออกเปน 2 กลุม คือ กลุมของ กลูแคนที่ละลายน้าํ (เดกซแทรน) ซึ่งประกอบดวย
กลูโคสที่ตอกนัดวยพันธะแอลฟา-1,6 เปนสวนใหญ และกลุมของกลูแคนที่ไมละลายน้าํ (มิวแทน) 
ประกอบดวยกลูโคสที่ตอกนัดวยพันธะแอลฟา-1,3 เปนสวนใหญ (Ceska และคณะ 1972; 
Guggenheim, 1970) โดยแบคทีเรียเหลานี้จะยึดเกาะกับผิวฟนและสรางเดกซแทรนซูเครสหรือ 
กลูโคซิลทรานสเฟอเรส (GTF) ซึ่งเปนเอนไซมที่เรงปฏิกริิยาพอลิเมอไรเซชันสวนกลโูคสของซูโครส
ไปเปนเดกซแทรนและปลอยฟรักโทสอิสระออกมา (Cole, 1977; Van Houte และ Russo, 1986) 

เดกซเเทรนเปนฮอมอพอลิเมอรของกลูโคสที่มีหนวยยอยของกลูโคสตอกันดวยพนัธะ

แอลฟา-1,6-ไกลโคซิดกิและมีสายที่แตกแขนงออกจากสายหลกัดวยพันธะแอลฟา-1,3-ไกลโคซิดิก  
เดกซเเทรนเปนสารทีม่ีน้าํหนักโมเลกุลสูง ละลายน้าํไดยาก และมีลกัษณะเหนยีวหนืดสามารถจับ
กับผิวฟน และยังสามารถจบักับไกลโคโปรตีนในน้าํลายเเละเศษอาหารในชองปาก เกิดเปนคราบ
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ฟน (plaques) ซึ่งสงผลใหจุลินทรียตางๆเกาะผิวฟนไดมากขึ้น และนําไปสูการเกิดโรคฟนผ ุ
(Guggenheim, 1970) 

การปองกนัฟนผุนัน้สามารถทําไดโดยใชหลักการ เพิม่ความตานทานใหกับฟน ปองกนั

การเกิดกรดในคราบฟน และควบคุมจุลนิทรียในคราบฟน  โดยวธิีปองกันฟนผุ ไดแก การแปรงฟน
ใหถูกตอง การเคลือบรองฟน  การใชสารฟลูออไรด  การใชน้ําตาลเทียม  การใชยาปฏิชีวนะและ
สารตอตานเชือ้จุลินทรีย  และการใชวัคซนีปองกันฟนผ ุ    โดยวธิีการเหลานี้สามารถปองกนัฟนผุ
ไดในระดับหนึง่ แตวิธทีี่สามารถปองกนัไมใหเกิดโรคฟนผุไดเปนอยางดี คือการทาํใหพืน้ผิวภายใน
ปากไมเหมาะตอการตั้งถิน่ฐานของจุลินทรีย (จินตกร ควูัฒนสุชาต,ิ 2544) เนื่องจากเดกซแทรน
เปนสาเหตุหลกัของการจับเกาะของเชื้อจุลินทรีย การใชเอนไซมยอยสลายเดกซแทรนทําใหความ

หนืดลดลงสงผลใหการจับเกาะของจุลินทรียลดลงตามไปดวย  จงึเปนอกีวิธทีี่เหมาะสมในการ

ปองกนัฟนผ ุ  โดยพบวาเดกซแทรนเนสนัน้เปนเอนไซมซึ่งสามารถยอยพอลิแซ็กคาไรดชนิดไม

ละลายน้ําที่จลุินทรียขับออกมา ซึ่งเปนการลดการยึดเกาะของเชื้อจุลินทรียบนฟนได (Melville 
เเละ Russel, 1981, Wolinsky, 1988)  

เดกซแทรนเนส (α-1,6-D-glucan-6-glucanohydrolase; E.C.3.3.1.11) เปนเอนไซมทีม่ี
ความจาํเพาะตอการสลายพันธะ α-1,6 ที่เชื่อมหนวยยอยกลูแคนภายในสายเดกซแทรน ทาํให
โมเลกุลของเดกซแทรนมีขนาดเล็กลง และความหนืดลดลง  จากการศึกษาพบวาเดกซแทรนเนส 
จากจุลนิทรียหลายชนิดสามารถลดคราบฟนไดอยางมปีระสิทธิภาพ  แตอยางไรก็ตามมีรายงานวา
จุลินทรียบางชนิดเชน รา สามารถผลิตเดกซแทรนเนสได แตราสวนมากนั้นมักจะมีสวนของผนงั
เซลลที่กอใหเกิดอาการแพ และราบางชนิดยังสรางแอฟลาทอกซนิ (aflatoxin) ออกมาในภาวะ
เดียวกนักับภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิตเอนไซม (Leach, 1969) ดังนั้นการคัดเลือกจุลินทรียที่ใช
ในการผลิตเดกซแทรนเนสจงึนยิมใชจุลินทรียจําพวกแบคทีเรียเพื่อหลีกเลี่ยงปญหาดังกลาว 

อยางไรก็ตามเเบคทีเรียที่เเยกไดตามธรรมชาตินัน้ จะมีความสามารถในการผลิตเดกซแทรน
เนสคอนขางต่าํ ดังนั้นกอนที่จะนาํไปใชในทางอุตสาหกรรมจึงตองมีการเพิ่มประสิทธิภาพในการ

ผลิตเพื่อใหไดเดกซแทรนเนสในระดับที่สงูขึ้น โดยทัว่ไปในเบื้องตนมักทําการคดัเลือกอาหารเเละ

ภาวะที่เหมาะสมตอการเจรญิเเละการสรางเอนไซมของจุลินทรีย   นอกเหนือจากการปรับปรุงสูตร
อาหารเเละภาวะการผลิตเเลว การปรับปรุงสายพันธุของจุลินทรียกเ็ปนสิ่งที่มีความสําคัญในการ

เพิ่มผลผลิต การปรับปรุงสายพนัธุของจลุินทรียนัน้สามารถทาํไดหลายวธิี (Baltz, 1986) อาทเิชน 
การกลายพนัธุ (mutation) ทั้งเเบบสุมและชนิดเจาะจงตําเเหนง โดยการใชสิ่งชกันาํใหเกิดการกลาย
พันธุ เชน รังสี และสารเคมี  การใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส และวิธีทางพนัธุวิศวกรรม (genetic 
engineering) เพื่อปรับปรุงการเเสดงออกของยีนที่ประมวลรหัสใหสูงขึ้น 
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 งานวิจยันี้มวีตัถุประสงคเพือ่สรางเวกเตอรการแสดงออก (expression vector) สําหรับ
เพิ่มปริมาณในการผลิตเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 ดวยการแสดงออก
ใน Bacillus subtilis  และศึกษาการแสดงออกเบื้องตนของเดกซแทรนเนสใน Bacillus subtilis 
เพื่อนาํมาใชทดสอบความสามารถของเอนไซมในการชวยลดฟนผุในแบบจําลองสตัวตอไป 



บทที่ 2 
 

วารสารปริทัศน 
 
 โรคในชองปากจัดเปนปญหาทางทันตสาธารณสุขที่สําคญัปญหาหนึง่ ซึ่งนับวนัจะมี

แนวโนมเพิ่มข้ึนเรื่อยๆ และโรคฟนผุ (dental caries) เปนโรคในชองปากทีเ่ปนกันอยางแพรหลาย
โรคหนึง่ เนื่องจากเปนโรคทีส่ามารถเกิดขึ้นไดกับคนทุกเพศทุกวัย แมวาโรคฟน จะไมรุนแรงจนทาํ
ใหถึงแกชีวิตแตจะทําใหเกิดการสูญเสียหลายประการ ไมวาจะเปนความเจ็บปวดและการบัน่ทอน
สุขภาพ เปนสาเหตุใหเกิดโรคแทรกซอนของระบบอืน่ในรางกาย  นอกจากนี้ยงัทาํใหเกดิการ

สูญเสียทางเศรษฐกิจทัง้ทางดานสวนตัวและสวนรวม (จินตกร คูวฒันสุชาติ, 2544) 
 
จุลินทรียในชองปาก 
 เนื่องดวยภายในปากนัน้ไมไดมีลักษณะเปนที่อยูอาศัยของจุลินทรียชนิดเดียวกันทั้งหมด

พื้นผวิภายในปากหลายแหงมีคุณสมบัตทิางชีวภาพและทางกายภาพแตกตางกันอยางเหน็ไดชัด

โดยมีเชื้อจุลนิทรียทีม่ีความแตกตางกนัอาศัยอยู พืน้ทีผ่ิวเหลานี้ไดแก เหงือก ริมฝปาก กระพุงแกม 
เพดาน ลิ้น และฟน ซึ่งฟนเปนโครงสรางเดียวเทานั้นในชองปากที่มีลักษณะแข็ง  และทําหนาที่เปน
พื้นผวิใหแบคทีเรียและผลิตผลของเชื้อจํานวนมากมาเกาะอยูจนกลายเปนคราบจุลนิทรีย โดยไมมี
การลอกหลุดของผิวนัน้ จลุินทรียที่อาศยัในชองปากนัน้มีหลายชนิดไมวาจะเปนแบคทีเรีย ยีสต 
ไวรัส และโพรโทซัว  โดยปจจัยทีม่ีอิทธพิลตอการเจรญิเติบโตของจุลินทรียในชองปาก (จนิตกร 
คูวัฒนสุชาต,ิ 2544) ไดแก 

1. อุณหภูมิ  นอกเหนือจากผลกระทบตอการใชพลงังานของจุลนิทรยีและการทํางานของ

เอนไซมแลวอณุหภูมิยังมีผลตอความเปนอยูของจุลินทรยีอีกดวย  ปจจัยอื่นที่ไดรับ

ผลกระทบจากอุณหภูมิไดแกความเปนกรด-เบส การทาํงานของประจุไฟฟา การรวมตัว
กันของโมเลกลุขนาดใหญ และความสามารถในการละลายน้ําของแกส ภายในชองปาก
ของ มนุษยนั้นมีอุณหภูมคิงที่ประมาณ 35-36oซ ซึ่งเปนอุณหภูมิที่เหมาะสมในการ

เจริญเติบโตของจุลินทรียหลายชนิด 
2. ออกซิเจน ในชองปากนัน้มทีั้งจุลินทรียพวกที่เจริญเติบโตไดทั้งในภาวะที่มีและไมมี

ออกซิเจน (facultative anaerobic microorganism)  จุลินทรียพวกทีต่องการออกซเิจนใน
การเจริญเติบโต (aerobic microorganism)  และจุลินทรียที่ไมตองการออกซิเจนในการ
เจริญเติบโต (anaerobic microorganism) โดยปริมาณของออกซิเจนจะแตกตางกันไป
ตามบริเวณตางๆ ภายในชองปาก 
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3. สภาพความเปนกรด-เบส จุลินทรียสวนใหญตองการคาความเปนกรด-เบสที่คอนขางเปน
กลางเพื่อใชในการเจริญเตบิโต  คาความเปนกรด-เบสในชองปากขึ้นอยูกับน้าํลายและ
อาหารที่รับประทาน คาเฉลีย่ของความเปนกรด-เบสของน้าํลายคือ 6.75 เมื่อมีของหวาน
อยูในปากคาความเปนกรดเบสจะลดลงอยางรวดเร็วเหลือ 5.0 เปนผลมาจากการเผา

ผลาญอาหารของแบคทีเรียแลวเกิดกรดแลคติคขึ้น  โดยน้ําลายจะทาํหนาทีล่ดกรดที่       
จุลินทรียสรางขึ้น จนคาความเปนกรด-เบสคืนสูระดับความเปนกลาง  ความเปนกรด-เบส
ภายในคราบจลุินทรียที่เกีย่วของกับรอยผุของฟนอาจมีคาต่ํากวาความเปนกลางทําให    
จุลินทรียทีท่นตอกรดไดเทานั้นที่มีชวีิตอยูรอดได   เชน Streptococci และ Lactobacilli  

4. โภชนาการ   อาหารที่จุลินทรียในชองปากนําไปใชนั้นไดมาจากน้ําลายและ 
น้ําเหลืองเหงือก (crevicular fluid) นอกจากนี้ในคราบจุลินทรียมีแบคทเีรียที่สามารถผลิต
พอลิแซ็กคาไรดทั้งภายในเซลลและผลิตออกมานอกตัวเซลลจากน้ําตาลซูโครสได     ซึ่ง
พอลิเมอรเหลานี้จะถูกนําไปใชขณะที่ขาดแคลนอาหารพวกแปง   จะเห็นวาชองปากมี
ภาวะโภชนาการที่เหมาะสม ทําใหเกิดความหลากหลายของจุลินทรียขึ้น 

5. การยึดเกาะติดแนน   การบดเคี้ยวอาหารและการไหลเวียนของน้ําลายนั้นทําให
เชื้อจุลินทรยีที่เกาะติดไมแนนกับพื้นผิวในชองปากถูกกําจัดออกไป การกลืนอาหารจึงเปน
การกําจัดเชื้อจุลินทรียออกจากปากไดเปนอยางดี แตในบริเวณที่จุลินทรียไดรับการ
ปองกันเปนอยางดี เชน รองฟน  รองเหงือก  และซอกฟน เปนตน  จุลินทรียจะถูกกําจัด
ออกไปยากกวาบริเวณอื่น  เนื่องจากจุลินทรียเหลานี้สามารถสรางสารพอลิแซ็กคาไรด

ชนิดไมละลายน้ําจากน้ําตาลซูโครสออกมานอกตัวเซลลได ซึ่งชวยในการยึดเกาะ 
 

จากปจจยัเหลานีท้ําใหพบจลุินทรียหลากหลายชนิดภายในชองปาก  โดยจุลนิทรยีที่อาศัย
อยูในชองปากสวนใหญจะเปนแบคทีเรีย  ซึ่งแบคทเีรียที่สามารถแยกไดโดยทัว่ไปจากปากมนษุย
แสดงไวดังตารางที ่2.1  
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ตารางที่  2.1  แบคทีเรียชนิดตางๆที่พบไดในชองปาก (จินตกร คูวัฒนสุชาติ, 2544) 
 
 

แบคทีเรียกรมับวก แบคทีเรียกรมัลบ 

                 Streptococcus 

                 Micrococcus 

                 Peptostreptococcus 

                 Actinomyces 

                 Lactobacillus 

                 Arachnia 

                 Propionibacterium 

                 Bifidobacterium 

                 Eubacterium 

                 Rothia 

                 Bacterionema 

                 Neisseria 

                 Moraxella 

                 Veillonella 

                 Haemophilus 

                 Actinobacillus 

                 Capnocytophaga 

                 Eikenella 

                 Campylobacter 

                 Celenomonas 

                 Centipeda 

                 Treponema 

                 Bacteroides 

                 Fusobacterium 

                 Leptotrichia 

                 Wolinella 
 
 
คราบจุลินทรีย 
 คราบจุลินทรยี (dental plaques) เกิดจากการเกาะตดิกันอยางเหนยีวแนนของแบคทีเรีย  
พอลิแซ็กคาไรดที่ผลิตนอกตวัเซลลของแบคทีเรีย (extracellular polysaccharides) และพอลิ

เมอรที่เกิดจากน้ําลายบนผวิฟน (Gibbons และ Van Houte, 1980) คราบจุลินทรียนี้ถือไดวาเปน
ที่อยูอาศัยขนาดใหญของจลิุนทรีย มีลักษณะนุม หนืด  ยึดติดกับผิวเคลือบฟน  คราบจุลินทรียที่มี
แคลเซียมมาเกาะสะสม (calcified) จะเปลี่ยนไปเปนหินน้ําลาย (calculus หรือ tartar)  คราบจุลิน 
ทรียที่ติดบนผิวฟนนี้สามารถเหน็ไดโดยการบวนปากดวยสารละลายทีเ่ปนส ี เชน erythrosin 
(Burnette และ Scherp, 1962) คราบจุลินทรียประกอบดวยแบคทีเรีย 70-80 เปอรเซ็นต  
แบคทีเรียทีพ่บมากที่สุดคือกลุมของ Streptococcus (Robrich, 1986)  ซึ่งสามารถผลิตกรด
อินทรียได และเปนสาเหตใุหเกิดฟนผุ อยางไรก็ตามสัดสวนของจลิุนทรียจะแตกตางกันไปตาม

อายุและตาํแหนงของคราบจุลินทรีย 
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การเกิดคราบจุลินทรีย  

 การเกิดคราบจุลินทรีย เร่ิมตนจากการเกดิการยึดเกาะของเชื้อแบคทเีรียกับผิวฟน โดยการ
เร่ิมยึดเกาะจะไดรับอิทธิพลจากน้ําลายและการบดเคี้ยว (Lyndhe, 1984)  โดยการยึดเกาะของ
แบคทีเรียกับฟนในชวงแรกนั้นจะอาศัยอนัตรกิริยาไฟฟาสถิต (electrostatic interaction) 
โดยทัว่ไปผิวฟนนัน้จะเปนประจุลบ และแบคทีเรียในชองปากก็มีสมบัติเปนประจุลบเชนกนัซึง่เปน
ผลเนื่องมาจากกรดไลโพไทโคอิค (lipoteichoic acid) ในผนงัเซลล   การยึดเกาะจึงจาํเปนตอง
อาศัยประจุไฟฟาบวกที่เปนพวกไดเวเลนต (divalents) ไดแก แคลเซียม เปนสะพานเชื่อมโยง 
(Gibbons และ Van Houte, 1980)  

 
 

 
รูปที่ 2.1  การเกาะของแบคทีเรียกับฟนโดยมีแคลเซียมเปนสะพาน (จินตกร คูวัฒนสชุาติ, 
2544) 

 
 หลังจากเกิดการยึดเกาะดวยสะพานแคลเซียมแลวจะมกีารเกาะติดแนน (adherence) 

ของแบคทีเรียกับผิวฟนเกิดขึ้นตามมา โดยมีพอลิแซ็กคาไรดชวยในการยึดเกาะ  แบคทีเรียที่

สามารถผลิตพอลิแซ็กคาไรดไดในระดับสูงและมีความเกี่ยวเนื่องกับโรคฟนผุคือ Streptococci 

โดยเฉพาะ Streptococcus mutans แบคทีเรียกลุมนี้สามารถผลิตกลูโคซลิทรานสเฟอเรส 
(glucosyltransferase) หรือเดกซแทรนซเูครส (dextransucrase) โดยจะเรงปฏิกริิยาการเปลีย่น
ซูโครสไปเปนเดกซแทรนซึง่เปนพอลิเมอรของกลูโคสพรอมกับปลดปลอยฟรักโทสอิสระออกมา

ดวย (Cole, 1977; Van Houte และ Russo, 1986) ดังแสดงในรูป 2.2  
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รูปที่ 2.2  การเปลี่ยนน้ําตาลซูโครสไปเปนเดกซแทรน โดยอาศัยเอนไซมกลูโคซิลทรานส
เฟอเรส (จินตกร คูวัฒนสุชาติ, 2544) 

 
 เดกซแทรนเปนฮอมอพอลิเมอรของกลูโคสที่มีหนวยของกลูโคสเชื่อมตอกันดวยพนัธะ

แอลฟา-1,6-ไกลโคซิดิก นอกจากนี้เดกซแทรนยงัมีสายที่แตกแขนงออกไปจากสายหลักดวย-1,3-
ไกลโคซิดิก โครงสรางของเดกซแทรนแสดงในรูปที ่ 2.3   เดกซแทรนมนี้ําหนักโมเลกุลสูงทาํให
ละลายน้ําไดยากและมีลักษณะเหนียวหนดื จับกับผิวฟนไดดี ซึ่งลกัษณะเหนียวนีท้าํหนาที่เปนกาว
ยึดคราบจุลินทรียใหติดกับผิวฟน นอกจากนี้เดกซแทรนยังจับกับไกลโคโปรตีนในน้ําลายและเศษ

อาหารตางๆเกิดเปนคราบจลิุนทรีย และยังเปนแหลงอาหารและพลังงานที่สําคัญของแบคทีเรียใน
ภาวะที่ชองปากขาดแคลนคารโบไฮเดรต (Guggenheim, 1970)  

 

    
 

รูปที่ 2.3  โครงสรางของเดกซแทรน (Glazer และ Nikaido, 1995) 
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การเกิดโรคฟนผุ 

  ฟนผุเกิดจากคราบจุลินทรยีโดยแบคทีเรียใชแปงและน้าํตาลเปนแหลงพลงังานผาน

กระบวนการไกลโคลิซิส แลวเปลี่ยนเปนกรดอินทรียหลายชนิด โดยกรดที่มีความสาํคัญไดแก กรด 
แลคติค  ซึ่งกรดนี้สามารถละลายอะพาไทดที่ผวิเคลือบฟนและเนื้อฟนโดยกระบวนการดีมิเนอรลั
ไรเซชัน (demineralization) ทําใหเกิดการสูญเสียเนื้อฟนหรือฟนผุ 
 แบคทีเรียในคราบจุลินทรียสามารถสรางกรดไดชาหรือเร็วตางกัน Streptococci และ

Lactobacilli และยีสต จะสามารถสรางกรดไดเร็ว โดยเฉพาะ Streptococcus mutans ทีน่อกจาก

ผลิตกรดไดอยางรวดเร็วแลวยังสรางเดกซแทรนทาํใหเกดิการจับกับแบคทีเรียชนิดอืน่ๆเกิดเปน

คราบจุลินทรยี (McGhee และ Michalek, 1981; Loeache, 1986)  จากการศึกษาในสัตวทดลอง
ที่ปราศจากเชือ้พบวา Streptococcus mutans  สามารถกอใหเกิดโรคฟนผุไดมากที่สุด ในขณะที่
Lactobacilli นั้นจะมีบทบาทกับฟนที่ผุอยูแลวมากกวา (Hamada และ Slade, 1980)  ความเปน
กรดของคราบจุลินทรียนัน้พบวากอนรับประทานอาหารจะมีคาความเปนกรด-เบสระหวาง 6.5-7.0 
หลังจากรับประทานอาหารคาความเปนกรด-เบสจะลดลงอยางรวดเร็วและจะมีระยะหนึง่ทีม่ีคาต่ํา
กวา 5.5 ซึ่งทําใหเคลือบฟนออนตัวและสลายออกมาไดงายทําใหเกดิฟนผุในเวลาตอมา เรียกคา
ความเปนกรด-เบสนี้วา คาความเปนกรด-เบสวิกฤติ (critical pH) การลดลงของคาความเปนกรด-
เบสขึ้นอยูกับอาหารที่บริโภค พบวาคนทีช่อบบริโภคของหวานทีม่ีน้าํตาลซูโครสเปนจํานวนมากจะ
มีคาความเปนกรด-เบสต่ํากวาคาความเปนกรด-เบสวิกฤติมากกวาคนที่บริโภคเฉพาะอาหารมื้อ
หลักเพียงอยางเดียว (Burnett และ Scherp, 1962; Shaw และ Roussos, 1978; Schachtele, 
1982) สําหรับน้ําตาลซโูครสหรือน้ําตาลทรายนั้นมักนยิมมาใชทําอาหารมากกวาน้าํตาลชนิดอื่น 
เนื่องจากราคาถูก หางาย และมีรสชาติดี  นอกจากนีน้้ําตาลทรายเกือบทั้งหมดในประเทศไทยผลติ
มาจากออยซึง่เปนพชืเศรษฐกิจราคาถกูในประเทศดวย  ดังนัน้จึงยังพบปญหาฟนผุในกลุม

ประชากรโดยตลอด 

 

การปองกันฟนผุ 

 มีหลักการสําคัญ คือ การเพิ่มความตานทานใหกับฟน การปองกันการเกิดกรดในคราบจุ 
ลินทรีย และการควบคุมเชือ้จุลินทรียที่อยูในคราบจุลนิทรีย  โดยการปองกนัฟนผุสามารถทําได
หลายวิธ ีดังนี้  (จินตกร ควูฒันสุชาต,ิ 2544) 

1. การเคลือบรองฟน  เนื่องจากตําแหนงที่เกิดฟนผุไดงายที่สุดในชองปากคือ บริเวณหลุม
และรองฟน ที่อยูดานบนของการบดเคี้ยว ซึง่บริเวณดงักลาวยากตอการทาํความสะอาด
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และปองกนัสิง่เกาะติด จึงมกีารนําวัสดุที่มีคุณสมบัติยึดเกาะกับผิวฟนเหนยีวแนนมา

เคลือบปดรองฟน เพื่อปองกนัไมใหเชื้อจุลนิทรียเขาไปอาศัยในรองฟน 
2. การใชสารประกอบฟลูออไรด (Burnette และ Schuster, 1978; Wolinsky, 1988)  มีการ

ใชอยางแพรหลาย โดยมกัผสมลงในน้ําดืม่และยาสฟีน  ฟลูออไรดสามารถชวยปองกันฟน
ผุได เนื่องจากฟลูออไรดจะทาํปฏิกิริยากับหมูไฮดรอกซีของไฮดรอกซีอะพาไทดซึง่เปน

องคประกอบสําคัญของฟน กลายเปนผลึกของพวกอะพาไทด เรียกวาฟลูออโรอะพาไทด
ซึ่งมีความคงทน สลายตัวไดยากและทนตอการละลายจากกรดไดดีกวาพวกไฮดรอกซีอะ

พาไทด อยางไรก็ตามแมวาจะมีการใชฟลอูอไรดอยางสม่ําเสมอแตก็ยงัพบการเกิดฟนผุได 
และหากใชสารนี้ในปริมาณมากเกินไปทําใหกระดูกและฟนเปราะ 

3. การใชน้าํตาลชนิดอื่นที่ไมใชซับสเตรตของกลูโคซิลทรานสเฟอเรส ในการใหความหวาน 
(Burnett และ Schuster, 1978; Melville และ Russell, 1981)  เชนการใชน้ําตาลไซลิ
ทอลและซอรบิทอล แตยังมีปญหาในเรือ่งของรสชาตแิละตนทนุการผลิต ในอาหารและ

เครื่องดื่ม 
4. การใชยาปฏิชวีนะและสารตอตานจุลนิทรยี  (Burnett และ Schuster, 1978; Melville 

และ Russell, 1981; Schuster, 1983) การใชยาปฏิชวีนะเชน เพนซิิลลิน เททราไซคลิน 
และอีริโธรมัยซิน สามารถชวยปองกันฟนผุได  แตการใชยานั้นอาจเกิดผลขางเคียง คือ
การแพยาและการดื้อยาของเชื้อ  สารยับยั้งจุลนิทรียอีกชนิดที่นิยมใชในการปองกนัฟนผุ
คือ คลอเฮกซิดิน  ซึ่งเปนสารเคมีพวกบิสไบกัวไนด มีสมบัติในการยับยั้งรา และแบคทีเรีย
ทั้งกรัมบวกและกรัมลบที่อาศัยอยูในชองปาก นยิมนาํมาใชเปนน้าํยาบวนปาก โดยจะทาํ
ใหเยื้อหุมเซลลของจุลินทรียฉีกขาดและเซลลแตกในที่สดุ แตขอเสียของคลอเฮกซิดนิ คือ
มีรสขม บางครั้งอาจทาํใหตุมรับรสผิดปกติไปหลังจากการบวนปาก 

5. การใชวัคซนีในการปองกนัฟนผ ุ(Hamada และ Slade, 1980; Michalek และ Childers, 
1990)  มีการผลิตวัคซีนจาก S. mutans  แตมีปญหาคอืการเกิดของแอนติบอดี-แอนติเจน
คอมเพล็กซ ซึง่มีผลทาํลายเนื้อเยื่อหัวใจและยังกอใหเกดิการทําลายอวัยวะที่เกี่ยวของกับ
การไหลเวียนของเลือด เชน ไต 

6. การใชสารยับยั้งการทาํงานของกลูโคซิลทรานสฟอเรส (Bowen, 1978)  เชน น้ําตาลฟรัก
โตส และสารพวกเลคติน แตสารสวนใหญที่พบยังไมมปีระสิทธิภาพที่ดีพอและตองใชใน
ปริมาณที่สูง 
อยางไรก็ตามการปองกนัฟนผุดวยวิธีดังกลาวสามารถปองกันฟนผุไดในระดับหนึ่ง  แตวิธี

ที่สามารถปองกันฟนผุไดเปนอยางดีก็คือการทาํใหพื้นผวิภายในชองปากไมเหมาะสมตอการตั้งถิน่

ฐานของแบคทีเรีย  เนื่องดวยเดกซแทรนเปนสาเหตุหลักของการจับเกาะของแบคทีเรียบนผิวฟน  
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การใชเอนไซมเพื่อการเรงปฏิกิริยายอยสลายเดกซแทรนสงผลใหความหนืดลดลงจึงเปนวิธทีี่

เหมาะสมอีกวธิีหนึ่งในการปองกันฟนผ ุ  โดยไดมีการพบวาเดกซแทรนเนสสามารถยอยพอลิ

แซ็กคาไรดที่ไมละลายน้าํทีแ่บคทีเรียขับออกมาเปนการลดการยึดเกาะของแบคทีเรียบนฟนลงได 
(Bernette และ Scherp, 1962; Melville และ Russell, 1981; Wolinsky, 1988)           

 
 

เดกซแทรนเนส 
 สามารถแบงเดกซแทรนเนสไดเปน 2 ประเภท ตามลักษณะการตัดบนสายเดกซแทรน 
(Mizuno และคณะ, 1999) 

1. เอนโดเดกซแทรนเนส 
  เอนโดเดกซแทรนเนสเปนเอนไซมทีย่อยสลายเดกซแทรนบริเวณตําแหนงพนัธะแอลฟา-
1,6 ที่ตําแหนงใดๆในสายเดกซแทรนและปลดปลอยไอโซมอลโทแซก็คาไรดหลายๆ ชนิด เชน  ไอ
โซมอลโทส  ไอโซมอลโทไทรโอส  และไอโซมอลโทเพนทาโอส เปนตน   เอนโดเดกซแทรนเนสมีชื่อ
ตามระบบการเรียกชื่อเอนไซมวา 1,6-แอลฟา-ดี-กลูแคนโนไฮโดรเลส (E.C.3.2.1.11) จุลินทรียที่
สามารถสรางเอนโดเดกซแทรนเนส ไดแก Arthrobacter sp. สายพนัธุ CB-8 (Okushima และ
คณะ, 1991), Streptococcus salivarius สายพนัธุ PC-1 (Lawman และ Bleiweis, 1991),      
S. salivarius สายพนัธุ M-33 (Ohnishi และคณะ, 1995), Penicillium minioluteum สายพันธุ 
HI-4 (Garcia และคณะ, 1996), Penicillium notatum (Pleszczynska และคณะ, 1997), 
Sporothrix schenckii สายพันธุ IT-29 (Arnold และคณะ, 1998), Fusarium sp. (Shimizu และ
คณะ, 1998) และ Paenibacillus sp.(Finnegan และคณะ, 2005) เปนตน 

2. เอกโซเดกซแทรนเนส 
เอกโซเดกซแทรนเนสเปนเอนไซมทีย่อยสลายเดกซแทรนบริเวณตําแหนงพนัธะแอลฟา-

1,6  โดยเอนไซมนี้จะยอยสลายพันธะที่เชื่อมหนวยของกลูโคสจากปลายดานทีไ่มมีหมูน้ําตาล

รีดิวซและตัดเขาไปบนสายเดกซแทรนทีละโมเลกุลและปลดปลอยกลโูคสหรือไอโซมอลโทแซ็กคา 
ไรดออกมา เอกโซเดกซแทรนเนสทีม่รีายงานในปจจุบันมีสามชนิด โดยแบงตามชนิดของ

ผลิตภัณฑที่ไดจากการยอยเดกซแทรน ไดแก 
2.1 ผลิตภัณฑเปนกลูโคส ไดแก กลูโคเดกซแทรนเนส (E.C.3.2.1.70)  เชื้อที่

สามารถผลิตเดกซแทรนเนสชนิดนี้คือ Streptococcus mitis (Walker และ 
Pulkownik, 1973), Streptococcus mutans (Dewar และ Walker, 1975), 
Thermomyces lanuginosus (Jensen และ Olsen, 1996) และ 
Arthrobacter globiformis สายพนัธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999) 
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2.2 ผลิตภัณฑเปนไอโซมอลโทส ไดแก ไอโซมอลโทเดกซแทรนเนส 
(E.C.3.2.1.94)  เชื้อที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสชนิดนี ้ คือ 
Achromobacter sp. (Sawai และคณะ, 1974) 

2.3 ผลิตภัณฑเปนไอโซมอลโทไทรโอส ไดแก ไอโซมอลโทไทรโอเดกซแทรนเนส 
(E.C.3.2.1.95)  เชื้อที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสชนิดนี้ คือ 
Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum (Mizuno และคณะ, 1999) 

นอกจากนี้พบวามีจุลินทรียบางชนิดสามารถสรางเดกซแทรนเนสไดทั้ง 2 กลุม คือ A. 

globiformis สายพันธุ T-3044 (Oguma และคณะ, 1999)  ซึ่งสามารถสรางเอนโดเดกซแทรน    
เนสออกมาภายนอกเซลล (extracellular endodextranase) และสรางเอกโซเดกซแทรนเนสสะสม
ไวภายในเซลลได (intracellular exodextranase)  

 
เดกซแทรนเนสกับการปองกันฟนผุ 

เดกซแทรนเนสถูกนาํมาประยุกตใชในการปองกันฟนผ ุ  เนื่องจากเดกซแทรนเนสสามารถ
ยอยสลายสายเดกซแทรนใหเล็กลง  ชวยลดความเหนยีวหนืดและทาํใหเดกซแทรนสามารถละลาย
น้ําไดดีขึ้นจึงยบัยั้งการเกาะติดของจุลินทรียกับผิวฟนได (Schachtele และคณะ, 1975; Galvez-
Mariscal และ Lopez-Munguia, 1991) และผลิตภัณฑที่เกิดจากการยอยสลายเดกซแทรนโดยไอ
โซมอลโทเดกซแทรนเนสคือ ไอโซมอลโทส ซึ่งสามารถยับยั้งการผลิตกลูแคนที่ไมละลายน้ําที่เปน
องคประกอบหลักของคราบจุลินทรียที่เปนสาเหตุของการเกิดฟนผ ุ (Ebisu และคณะ, 1974) 
นอกจากนัน้ยงัพบวาการสังเคราะหกลูแคนที่ไมละลายน้ําลดลงเมื่อเพิ่มปริมาณของเดกซแทรน

เนส (Felgenhauer และ Trautner, 1983) 

ในป 1968 Fitzgerald และคณะ พบวาเดกซแทรนเนสทีไ่ดจาก Penicillium funiculosum 
สามารถยับยัง้การเกิดฟนผุไดในหนูแฮมสเตอร เมื่อเติมเดกซแทรนเนสลงในอาหารและน้ําดื่ม และ
พบวาการเติมเดกซแทรนเนสลงไปทั้งในน้าํดื่มและอาหารชวยเพิ่มประสิทธิภาพในการปองกนัฟนผุ 
มากกวาการเติมลงในน้ําดืม่เพียงอยางเดียว   

ตอมาในป 1969 Block และคณะ ไดศึกษาผลการใชเดกซแทรนเนสปองกนัและรักษาการ
เกิดคราบจุลินทรียและฟนผใุนหนูแฮมสเตอร พบวาหนทูี่ไดรับเอนไซมจะมีคราบจุลินทรียลดลง 
และไมพบอาการฟนผุ ในขณะเดียวกนัหนูที่ไมไดรับเอนไซมจะมีคราบจุลินทรียในปริมาณมาก 
และเกิดฟนผมุาก ในดานการรักษาพบวาเมื่อเลี้ยงหนูในอาหารทีม่ีซูโครสสูงเมือ่เติมเดกซแทรน

เนส ลงในน้ําใหกิน พบวาภายในสองวนัคราบจุลินทรยีถูกขจัดออกไปหมด และมีอัตราการเกดิ
คราบจุลินทรยีใหมลดลง  ตอมาพบวาเดกซแทรนเนสที่ผลิตจากรามีขอเสียคือ ราสวนมากจะมี
สวนของผนังเซลลที่กออาการแพและบางชนิดยังสรางอะฟลาทอกซนิ ออกมาในภาวะที่มกีารผลิต
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เดกซแทรนเนส จึงไดเร่ิมนาํเดกซแทรนเนสจากแบคทีเรียมาใชแทน เพื่อหลกีเลี่ยงปญหาดังกลาว 
(Leach, 1969) นอกจากนี้ยังมีการทดลองผสมเดกซแทรนเนสกบัยาสีฟนและน้ํายาบวนปาก  
พบวาชวยลดการเกิดคราบฟนไดแตตองใชในความเขมขนสูง (Caldwell และคณะ, 1971; Keyes 
และคณะ, 1971; Murayama และคณะ, 1973)  

แมจะมีจุลินทรียที่สามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดหลายชนิดก็ตาม แตเอนไซมที่เหมาะสม
ในการนํามาใชขจัดคราบจุลินทรียและปองกันฟนผุนั้นควรทํางานไดดีที่ภาวะภายในชองปากของ 
มนุษย เชน เดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8 ซึ่งมีความเปนกรด-เบสที่
เหมาะสมกับการทํางานที่ 5.5-7.5 และเสถียรที่ 37oซ  (Okushima และคณะ, 1991)   

 
การปรับปรุงสายพันธุ 
 จุลินทรียที่แยกไดตามธรรมชาติโดยเฉพาะแบคทีเรียนั้น ตามปกติจะมีความสามารถใน
การผลิตสารที่ตองการในปริมาณที่ต่ํา แบคทีเรียที่ผลิตเดกซแทรนเนสก็เชนเดียวกัน ดังนั้นกอนที่
จะนําไปใชในอุตสาหกรรมจําเปนจะตองเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตเพ่ือใหเกิดผลผลิตสูงขึ้น 
โดยทั่วไปมักทําการคัดเลือกอาหารและภาวะใหเหมาะสมในการเจริญและการสรางผลผลิตของ   
จุลินทรีย แตการเพิ่มผลผลิตดวยวิธีนี้จะถูกจํากัดดวยความสามารถสูงสุดในการผลิตของจุลินทรีย
ซึ่งถูกควบคุมโดยยีน  ดังนั้นในการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตในอุตสาหกรรม นอกเหนือจากการ
ปรับปรุงสูตรอาหารและภาวะในการผลิตแลว การปรับปรุงสายพันธุของจุลินทรียก็เปนสิ่งที่จําเปน 
และมีความสําคัญตอการเพิ่มผลผลิตอีกดวย  กลาวคือสายพันธุของจุลินทรียที่ใชหากมีลักษณะ
พันธุกรรมตามที่ตองการก็จะทําใหกระบวนการผลิตและผลผลิตเปนไปตามที่วางไว อยางไรกต็าม 
จุลินทรียในธรรมชาติมักจะตองมีการปรับปรุงสายพันธุเพื่อใหบรรลุเปาหมายดังกลาว วิธีการ
ปรับปรุงสายพันธุของจุลินทรียนั้นแบงไดเปน 3 วิธีการหลัก ดังนี้ (Baltz, 1986) 

1. การกลายพันธุ (mutation) เปนวิธีการที่งายและสะดวก ใชความรูดานพันธุกรรมของ
เชื้อจุลินทรียที่ตองการปรับปรุงสายพันธุนอย  มี เทคนิคที่ งายและราคาไมแพง 
ประสิทธิภาพของการกลายพันธุขึ้นอยูกับส่ิงที่กอใหเกิดการกลายพันธุและความถูกตอง

ในการคัดเลือกเชื้อ แตมักใหผลแบบสุม และตองคัดเลือกเปนจํานวนมาก เชน การใชรังสี 
UV (Russel, 1996) และ NTG (Mendell และ Greenberg, 1960) เหนี่ยวนําใหเกิดการ
กลายพันธุ 

2. Genetic recombination เปนวิธีที่ตองอาศัยความรูพื้นฐานทั้งทางพันธุกรรมและทาง 
 สรีรวิทยาของเชื้อ รวมถึงคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อที่ทําการศึกษา เชน การหลอมโพร 
 โทพลาสต (protoplast fusion) การทรานสฟอรเมชัน คอนจูเกชัน และทรานสดักชัน  
 (Vinci และ Byng, 1999)  
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3. การใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม (genetic engineering) ดังที่ทราบกันมาเเลววาขอมูล 
ทางพันธุกรรมจะถูกเก็บอยูบนลําดับเบสของยีน ขอมูลเหลานี้จะถูกถายทอดไปยัง mRNA 
และถูกแปลรหัสออกมาเปนสายพอลิเพพไทดหรือที่เรียกวาการสังเคราะหโปรตีน ผลผลิต
ของยีนบางยีนมีความจําเปนตอเซลลในปริมาณมากและตลอดเวลาเพื่อใหเซลลสามารถ

ทํางานไดอยางปกติ ยีนเหลานี้จึงมีการแสดงออกอยูตลอดเวลา (house keeping gene 
หรือ constitutive gene)  และมียีนบางสวนเทานั้นที่ถูกเหนี่ยวนําใหแสดงออกใน
ระยะเวลาหนึ่งๆตามความจําเปนของเซลล (inducible gene) ซึ่งการแสดงออกของยีน
เหลานี้จะตองมีการควบคุมเพื่อใหสิ่งมีชีวิตสามารถอยูรอดได (สุมาลี ตั้งประดับกุล, 
2542) การนําเทคนิคดานพันธุวิศวกรรมมาใชสามารถปรับปรุงการแสดงออกของยีนที่

ประมวลรหัสใหสูงขึ้นได  และเปนวิธีการที่นิยมในปจจุบัน ขอจํากัดของพันธุวิศวกรรมนั้น 
คือ ตองอาศัยความรูทางพันธุกรรมของเชื้ออยางลึกซึ้ง เทคนิคตางๆมีความซับซอนและ
ราคาแพง ตัวอยางการใชเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมเชน การโคลนยีน การเปลี่ยนแปลงโปร
โมเตอร การลดหรือจํากัดเอนไซมที่มีสวนในการขัดขวางผลิตภัณฑที่ตองการ เปนตน 
(Baltz, 1986) 
 หลักการโดยยอของพันธุวิศวกรรมคือ กระบวนการที่นําเอาโมเลกุลดีเอ็นเอมาตัด
ตอและจัดการเพื่อใหไดการเรียงตัวของเบสหรือยีนตามตองการภายนอกเซลลแลวนํากลับ

เขาไปในเซลลผูรับที่ไมไดมียีนนี้โดยธรรมชาติ ผานระบบเวกเตอร เพื่อวัตถุประสงคในการ
เพิ่มปริมาณของยีนนั้นๆ อันจะมีผลตอการเพิ่มผลผลิตจากยีนเมื่อมีการแสดงออกนั่นเอง 
ปจจัยที่มีผลตอการแสดงออกของยีนเพื่อประสิทธิภาพในการผลิตสูงสุด (Old และ 
Primrose, 1994; Brown, 1995) ไดแก  
 

 - โปรโมเตอร (Promoter)   
 เปนสวนที่มคีวามสาํคัญที่สุดของยีนเนื่องจากโปรโมเตอรเปนตําแหนงที่อารเอ็นเอพอลิ

เมอเรสมาจับเพื่อเร่ิมกระบวนการถอดรหัส  ลักษณะโดยทั่วไปของโปรโมเตอรจะประกอบไปดวย
ลําดับคอนเซนซัส (consensus sequence) ในบริเวณ –35 และ –10 ซึ่ง ลําดับคอนเซนซัสจะมี
ลําดับเบสไมแตกตางกนัมากนัก (เชนเปลี่ยนจาก TTGACA เปน TTTACA) ตัวอยางลาํดับเบส
บริเวณ –35 และ –10 แสดงในรูปที ่ 2.4    ระยะหางระหวาง บริเวณทั้งสองนี ้ จะมีผลตอการ
แสดงออกของยีน  โดยทีถ่ามีระยะหางกัน 17 คูเบสจะทาํใหเกดิการเเสดงออกของยนีสูงสดุ 
(Howley และ McClure, 1983)  
  โปรโมเตอรสามารถแบงไดเปน 2  ชนิด  คือ constitutive promoter ซึ่งเปนโปรโมเตอรที่
ทําใหเกิดการแสดงออกของยีนตลอดเวลา  และ inducible promoter และ repressible promoter 
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ซึ่งเปนโปรโมเตอรที่จะทาํใหเกิดการแสดงออกของยีนตอเมื่อมีสารชักนํา หรือ ลดการแสดงออก

ของยีนเมื่อม ีrepressor ตามลําดับ ลักษณะของการควบคุมการแสดงออกของยนีแบบ inducible 
และ repressible แสดงในรปูที่ 2.5   ตัวอยางของ inducible promoter ก็คือ lac promoter ซึ่ง 
เปนโปรโมเตอรที่จะทาํใหเกดิการแสดงออกของยนีในแลคโทส หรืออะนาลอกของแลคโทส เชน 
IPTG เปน สารชักนํา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.4 แสดงตัวอยางลาํดับนิวคลโีอไทดบริเวณ –35 และ –10 (Old และ Primrose, 
1994) 
          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.5 แสดงลักษณะของการควบคมุการแสดงออกของยีนแบบ inducible และ 
repressible (Brown, 1995) 
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 โปรโมเตอรอาจแบงไดเปนในลักษณะของ strong promoter และ weak promoter อีก
ดวย  โดย strong promoter คือ โปรโมเตอรที่ทาํใหเกิดอัตราการถอดรหัสสูง (high rate of 
transcription) และ weak promoter คือ โปรโมเตอรที่มีอัตราการถอดรหัสตํ่า ทําใหไดโปรตีนที่
ตองการในปรมิาณนอย ซึง่ในการเลือกใชโปรโมเตอรนัน้ควรจะเลือกใชโปรโมเตอรที่เปน strong 
promoter เพือ่ที่จะใหเกิดการถอดรหัสในระดับสูง (Russell และ Bennett, 1982; Makrides, 
1996) ลักษณะการแสดงออกของยนีทีถู่กควบคุมโดย strong และ weak promoter แสดงในรูปที ่
2.6 
 
 
   
 
  
 
 
 
 
 
 
      
รูปที่ 2.6 แสดงลักษณะการแสดงออกของยีนที่ถกูควบคุมโดย strong และ weak promoter 
(Brown, 1995) 
 
 ถึงแมวาโปรโมเตอรของสิ่งมีชีวิตแตละชนิดจะมีองคประกอบเหมือนกัน แตจะมีความ

แตกตางกนัในสวนของลาํดบันิวลีโอไทด ดังเชนตวัอยางของลําดับนิวคลีโอไทดในโปรโมเตอรของ 
E.coli และของสัตว ที่แสดงในรูปที ่ 2.7  ซึ่งความแตกตางนีท้ําให อารเอ็นเอพอลิเมอเรสของ 
E.coli นั้นไมสามารถจับกบัโปรโมเตอรของสัตวได สงผลใหยีนนัน้ไมสามารถแสดงออกใน E.coli 
ได วิธีการแกปญหาคือ ตองนําเอายีนที่ตองการใสลงในเวกเตอรซึ่งสามารถทําใหเกิดการ

แสดงออกใน E.coli ได (Brown, 1995) 
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รูปที่ 2.7 ตัวอยางของลําดับนิวคลีโอไทดในโปรโมเตอรของ E.coli และของสัตว (Brown, 
1995) 
 

- ประสิทธิภาพในการถอดรหัส (transcription)   
ในการถอดรหสันั้นอาจเกิดปญหาไดหลายอยาง  ประการแรกคือ การเกิดการถอดรหัส

แลวได mRNA ที่ยาวเกนิความจาํเปน  ประการที่สองคือ อาจมีโครงสรางทุติยภูมทิี่ไมตองการให
เกิด  ปรากฏขึ้นมาไดในระหวางการถอดรหัส ซึ่งจะทําใหประสิทธิภาพของการแปลรหัสลดลง  
และประการสดุทายคือ เกิดการถอดรหัสกอนที่จะถงึโปรโมเตอรและสวนของโปรโมเตอรนั้นถกู

ถอดรหัสไปดวย  ทําใหไมสามารถผลิตโปรตีนที่ตองการได  วิธีทีจ่ะทาํการแกไขปญหาเหลานี้
สามารถทําไดโดยการใส transcriptional terminator ลงไป บริเวณปลาย 5′ ของโปรโมเตอรเพื่อ
ปองกนัการเกดิการถอดรหัสผานโปรโมเตอร   และการใส transcriptional terminator บริเวณ
ปลาย 3′ ของโคลนยนี  เพื่อปองกนัการถอดรหัสที่ยาวเกนิความจําเปน  โดย terminator นั้นจะทาํ
ใหเกิดการหยดุการถอดรหัส  โดยทาํใหเกิดโครงสรางทุติยภูมิ หรือ stem loop (Old และ 
Primrose, 1994; Brown, 1995) 

- ประสิทธิภาพในการแปลรหัส (translation)   
การแปลรหัสของแบคทีเรียนัน้ขึ้นอยูกับ ribosome binding site (RBS)  โดยปกติแลวใน 

mRNA ของ E.coli    RBS จะมีขนาดประมาณ 3-12 เบส และประกอบไปดวยสององคประกอบ
คือ ลําดับนวิคลีโอไทดทีมคีวามยาวประมาณ 3-9 เบส ที่เรียกวา ลําดับ Shine-Dalgarno หรือ
ลําดับนิวคลีโอไทด SD ซึ่งลําดับนิวคลีโอไทดนี้จะเปนคูสมกับปลายดาน 3′ ของ 16S rRNA   
ลําดับเบส SD นั้นจะมีลักษณะเปน semi-conserved sequence โดยที่ความแตกตางของลาํดบั 
นิวคลีโอไทด SD จะมีผลตอการควบคุมการแปลรหัส  และอีกองคประกอบหนึ่งคือ โคดอนเริ่มแปล
รหัส (initiation codon)  ซึ่งลําดับนิลคลีโอไทดของโคดอนเริ่มแปลรหัสนี้จะมีผลตอการแปลรหัส
เชนกนั โดยพบวาโคดอนเริ่มแปลรหัสทีพ่บโดยทัว่ไป คอื AUG แตในบางครั้งอาจจะเปนตัวอืน่ เชน 
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GUG และ UUG (Hui และคณะ, 1984) ในการสราง RBS ที่มีประสิทธิภาพนัน้ อาจทาํไดโดยการ
สังเคราะหโอลโิกนวิคลีโอไทดข้ึนมา  โดยที่วาจะตองมลีําดับนิวคลีโอไทดที่เหมาะสมในการแปล
รหัสของโปรตีนที่ตองการ   นอกจากนี ้  RBS นั้นจะตองอยูในบริเวณทีใ่กลกับโปรโมเตอรจึงจะทาํ
ใหมีประสิทธภิาพในการแปลรหัสสูง Old และ Primrose, 1994) 
 - โคดอน (codon)  
 เนื่องจากวากรดอะมิโนตัวหนึ่งๆ นัน้สามารถเกิดไดจาก triplet codon ที่มากกวา 1 แบบ  
โดยในสิ่งมีชีวตินั้นจะมีการเรียงตัวของโคดอนของกรดอะมิโนแตละตวัที่พบบอย  แตบางโคดอนก็
จะพบไดนอยมาก  ลักษณะของโคดอนทีใ่ชนั้นจะมีผลตอการแปลรหัส ถาในยนีนัน้มีโคดอนที่พบ
ไดไมบอย อาจทําใหไมสามารถผลิตโปรตีนที่ตองการหรือโปรตีนที่ไดอาจมลัีกษณะผิดปกติไป 
(Old และ Primrose, 1994; Bell, 2001) 

- เวกเตอร (vector)   
เวกเตอรที่ใชในการโคลนยนีเขาสูแบคทีเรียจะใชเปนพลาสมิด  จํานวนชุดของยีนนั้นจะมี

ผลตอการถอดรหัส โดยทั่วไปเมื่อจํานวนชุดของยนีมากขึ้นกจ็ะสงผลใหเกิดโปรตีนที่ตองการ

ไดมากขึ้นตามไปดวย  โดยวิธทีี่งายที่สุดในการจะเพิ่มชุดของยีนนั้นสามารถทําไดโดยการใช 
พลาสมิดที่มีจาํนวนชุดสงู (high copy number)   โดยเวกเตอรที่มจีํานวนชุดสงู ที่นยิมนาํมาใช 
คือ pBR322     นอกจากนีพ้ลาสมิดที่เลอืกใชจะตองมคีวามเหมาะสมกับเซลลเจาบาน ไมเชนนั้น
แลว เมื่อ พลาสมิดเขาไปอยูในเซลลเจาบานแลวอาจถูกทาํลายโดยนิวคลีเอสในเซลลเจาบานได  
และ พลาสมิดที่ใชจะตองไมผลิตสารพิษที่มีผลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (Old และ 
Primrose, 1994) 
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รูปที่ 2.8  แสดงถึงการใชเวกเตอรเพื่อการแสดงออกของ foreign gene  

 (Brown, 1995) 
 
- ลักษณะทางกายภาพของเซลลเจาบาน  
ในการผลิตโปรตีนปริมาณสงู ในแบคทีเรียนัน้อาจทําใหเกิดการ folding ของโปรตีนที่ไม

ถูกตอง เกิดโครงสรางตติยภูมิของโปรตีนที่ไมละลายน้าํ หรือที่เรียกวาอินคลูชนับอดี (inclusion 
body)  ซึ่งโปรตีนในลักษณะนี้สามารถทําใหบริสุทธิ ์ ไดงาย แตมักจะไมสามารถ folding กลับไป
เปนโครงสรางที่ถูกตองได ทําใหโปรตีนนัน้ไมสามารถทาํงานได  นอกจากนี้เซลลเจาบานยงัอาจ
ยอยสลายโปรตีนที่ผลิตได  วิธีแกไข ควรจะใชเซลลเจาบานสายพนัธุที่ไมมีแอคติวิตีของโปรตีเอส  
(Old และ Primrose, 1994; Brown, 1995; Bell, 2001) 
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- ความเสถียรของโปรตีน   
ความเสถียรของโปรตีนที่ผลิตไดสามารถแบงตามตําแหนงที่แสดงออก  โดยแบงออกเปน

สามสวนดวยกัน คือ cytoplasmic protein, periplasmic protein และ extracellular protein ซึ่ง
แตละชนิดก็จะมีขอดีขอเสียแตกตางกนัไป โดย cytoplasmic protein นั้นจะไดโปรตีนที่ตองการใน
ปริมาณมาก มีโอกาสเกิดอนิคลูชันบอดีสงู ทาํใหโปรตีนไมถูกยอยดวยโปรตีเอสและสามารถทาํให
บริสุทธิ์ไดงาย แตโปรตีนที่ไดจะไมสามารถทํางานได   periplasmic protein จะสามารถทําให
บริสุทธิ์ไดงาย  มีการสลายโปรตีนนอย บางครั้งอาจเกิดอินคลูชันบอดี   และ extracellular 
protein จะไมเกิดเปนอนิคลูชันบอด ี  และสามารถทาํใหบริสุทธิ์ไดงายกวา เนื่องจากชนิดของ
โปรตีนทีห่ลั่งออกมานอกเซลลมีนอย  แตปริมาณโปรตีนนอกเซลลจะคอนขางเจือจาง  นอกจากนี้
ยังเกิดการสลายโปรตีนนอย (Brown, 1995; Pines และ Inouye, 1999; Bell, 2001) 

การผลิตโปรตีนในแบคทีเรียในลักษณะของโปรตีนเชื่อม (fusion protein)  ซึ่งจะมีสวน
ของคูเชื่อม (fusion partner) ติดอยูกับโปรตีน  ซึ่งจะทาํใหโมเลกุลของโปรตีนมีขนาดใหญข้ึน เกิด
การยอยชาลง ชวยในเรื่องเสถียรภาพของโปรตีน  การละลายน้ํา การนําออกนอกเซลลและชวยใน
การติดตามการแสดงออกของโปรตีน  ในกรณีที่โปรตีนนัน้ๆ สังเกตเหน็การแสดงออกไดยาก  
สามารถใชการศึกษาการแสดงออกของคูเชื่อมแทน ก็จะสามารถทราบระดับการแสดงออกของ

โปรตีนที่เราตองการได (Murrell และ Robert, 1989)  นอกจากนี้คูเชื่อมยงัชวยทําใหการแยก
โปรตีนใหบริสทุธิ์เปนไปไดงายขึ้นอกีดวย  โดยใชหลักการของโครมาโทกราฟสัมพรรคภาพ 
(affinity chromatography) ใหสวนของคูเชื่อมนัน้จับกับคอลัมนเพือ่ แยกโปรตนีที่ตองการออก
จากโปรตีนชนดิอื่น  จากนัน้ทาํการตัดสวนคูเชื่อมทิ้งไป เพื่อแยกเอาเฉพาะโปรตีนที่ตองการ

ออกมา แตบางครั้งการใชคูเชื่อมอาจทําใหเกิดปญหาไดเนื่องจากคูเชื่อมอาจเกิดการ folding ทาํ
ใหโปรตีนที่ตองการไมสามารถแสดงออกได (Brown, 1995) 
  
 การปรับปรุงสายพนัธุโดยการโคลนยีนที่ประมวลรหัสโปรตีนที่ตองการในดีเอ็นเอพาหะที่มี

โปรโมเตอรเพือ่การแสดงออกเกนิ แลวทาํใหเกิดการแสดงออกเกนิขึ้นมานัน้   ไดมีการวิจัยกนั
อยางกวางขวาง  เชน Miettinen และคณะ (1997)  ไดทําการโคลนยนี acid phosphatase จาก 
Aspergillus niger เพื่อทําใหเกิดการแสดงออกเกนิ ใน Trichoderma reesei โดยใชโปรโมเตอร 
cellobiohydrolase I (CBH1) ซึ่งสามารถนําเอนไซมที่ไดนี้ไปใชประโยชนในอุตสาหกรรมอาหาร
สัตว  นอกจากนี้ยงัมีการพฒันาสายพันธุ Bacillus subtilis เพื่อผลิตเอนไซมในทางอุตสาหกรรม 
โดยพบวาเมื่อใชโปรโมเตอรจากยนี cry3A ของ Bacillus thuringiensis รวมกับโปรโมเตอรจากยนี 
amyQ ของ Bacillus amyloloquefaciens ทําให aprL มีการเเสดงออกเพิ่มข้ึนสองเทา (Widner 
และคณะ, 2000)   
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 Omidinia และคณะ (2002)  ไดโคลนยนี phenylalanine dehydrogenase (pdh) จาก 
Bacillus sphaericus ลงใน  pUC19 และ pET16b เพื่อศึกษาการแสดงออกใน E.coli พบวามกีาร
แสดงออกของยีนสงูขึ้น 140 เทา  Kuo และคณะ (2003) ไดทําการปรับปรุงสายพนัธุจุลินทรียโดย
การเพิม่จํานวนยนี leucine aminopeptidase จาก Bacillus stearothermophilus มาโคลนเขาสู

ดีเอ็นเอพาหะ pQE-32  ที่มีโปรโมเตอร T5 เเลวศึกษาการเเสดงออกใน E. coli  พบวามกีารเเสดง
ออกของยีนเพิม่ข้ึน    Madhusudan และ Nagaraja (2004) ไดโคลนยีน DNA gyrase จาก 
Mycobacterium smegmatis ลงใน E. coli  โดยใชโปรโมเตอร T7 เพื่อทาํใหเกดิการแสดงออก
เกิน  เปนตน  
  ถึงแมวาหลายการทดลองนยิมใช E. coli เปนเซลลเจาบาน เนื่องจากสามารถ       
ทรานสฟอรมไดงาย และมีระบบเวกเตอรที่มีการพัฒนา ทาํใหเวกเตอรมีคุณสมบัติหลากหลายให
เลือกใช อยางไรก็ตามการใช E. coli เปนเจาบานนั้นก็อาจเกิดปญหาได เพราะ E.coli นัน้ ไมมวีถิี
ชีวเคมีบางอยางที่จําเปนในการแสดงออก เชน การยอยสลายสารประกอบอะโรมาติก (Old และ 
Primrose, 1994) และโดยทั่วไปจะไมใช E. coli ในอุตสาหกรรมการหมัก    Bacillus sp.นั้น มี
การใชอยางกวางขวางในอตุสาหกรรมที่เกี่ยวของกับการหมักระดับใหญ การใช Bacillus sp. เปน
เซลลเจาบานแทนแบคทีเรียสายพนัธุอ่ืนๆ  มีขอไดเปรียบคือ Bacillus sp.นัน้สามารถ ผลิตโปรตีน
หรือเอนไซมตางๆซึ่งหลัง่ออกมานอกเซลล (Priest, 1977)  ทั้งยงัมีความแตกตางกนัในสปชีส
คอนขางกวาง การหลัง่โปรตีนออกมานอกเซลลนี ้ ทําใหงายตอการทําใหบริสุทธิ์และนาํไปใช 
นอกจากนี ้ Bacillus sp. แตละชนิดยงัสามารถเจรญิเติบโตไดที่อุณหภูมิแตกตางกนั (Hardy, 
1985)  แตปญหาของ Bacillus sp. คือ ความไมเสถยีรของ พลาสมิด (plasmid instability)  และ 
Bacillus sp. มีแอคติวิตีของโปรติเอสสูง นอกจากนีพ้ลาสมิด เวกเตอรของ Bacillus sp.นั้น ยงัไม
มีการพฒันาเทียบเทาใน E. coli   strong promoter ทีม่ีประสิทธิภาพในการแสดงออกบน E. coli   
เชน trp tac และ λpL ไมสามารถแสดงออกไดดีใน Bacillus sp. การโคลนยนีที่ตองการเขาสู 
Bacillus sp. นัน้มีความยุงยากมากกวาการโคลนยีนเขาสู E. coli เนื่องจากโครงสรางที่แตกตาง

กันของผนังเซลลแบคทีเรียแกรมบวกและแกรมลบ (Winnacker, 1987)  
 มีเวกเตอรหลายชนิดที่ถกูพฒันาเพื่อการแสดงออกใน Bacillus sp. ในป 1986 Hirata 
และคณะ  พบวาโปรโมเตอร bgaB  ซึ่งเปนโปรโมเตอรที่ควบคุมการแสดงออกของยนี β-

galactosidase I จาก Bacillus stearothermophilus IAM11001 เปนโปรโมเตอรที่สามารถทําให
เกิดการแสดงออกเกินได และยังสามารถเเสดงออกไดดีใน Bacillus subtilis อีกดวย (Hirata และ
คณะ, 1985) โดย Hirata และคณะ  ไดโคลนชิ้นดีเอ็นเอบริเวณเหนอืโคดอนเริ่มถอดรหัสของยีน 
β-galactosidase I ที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ PstI ขนาดตางๆกันลงใน pPL703  ซึ่งเปน 
promoter cloning vector ที่มียนีคลอแรมเฟนิคอลอะเซทิลทรานสเฟอเรส (CAT86) เปนยีน
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รายงาน (reporter gene)  ( Duvall และคณะ, 1983; Monkolsuk และคณะ, 1984) พบวา   
พลาสมิด pTF6 ที่ได ซึ่งมีชิน้ดีเอ็นเอจากบริเวณเหนือโคดอนเริ่มถอดรหัสของ β-galactosidase I 
ขนาด 107คูเบส ใหแอคติวติีของ CAT86 สูงที่สุด และเฉพาะชิน้ดีเอน็เอที่มีสวนเหลือ่มกับ 107 คู
เบสของ pTF6 เทานั้นที่พบแอคติวิตีของ CAT86 จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวา pTF6 นั้น
ประกอบดวย โปรโมเตอร bgaB และ pTF6 นัน้สามารถทําใหเกิดการแสดงออกของยนีอืน่

นอกเหนือจาก β-galactosidase I ไดอีกดวย     ในป 2000 Panbangred และคณะ ได
ทําการศึกษาการแสดงออกของยีน penicillin G acylase  (pac)  จาก Bacillus megaterium สาย
พันธุ UN-1 ใน Bm-UNcat และ Bacillus subtilis โดยใช pTF6 พบวามกีารแสดงออกของ pac 
เพิ่มข้ึน 20 เทา   
   

การศึกษาระดับชีวโมเลกลุของเดกซแทรนเนส 

 ในปจจุบันมีผูสนใจศึกษาและทําการโคลนยนีที่ประมวลรหัสเดกซแทรนเนสจากแบคทีเรีย

ชนิดตางๆ แลวเปนจาํนวนมากทั้งแบคทเีรียในกลุม Streptococci ที่อาศัยในชองปาก เชน          
S. rattus  (Igarashi และคณะ, 2004)   และแบคทีเรียที่แยกไดจากดิน เชน Paenibacillus sp. 
(Finnegan และคณะ, 2005)  เปนตน  

Okushima และคณะ (1991)  ไดโคลนยีนเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สาย
พันธุ CB-8  เขาสูเซลลเจาบาน E. coli  โดยใช pUC19 เปนเวกเตอร  ทําการคัดเลือกโคลนใน
อาหารที่ผสมบลูเดกซแทรน  เมื่อศึกษาการแสดงออกใน E. coli  พบวายีนเดกซแทรนเนสมีการ
แสดงออกสูงสุดในสวนเพอริพลาซึม และพบแอคติวิตีเปนสวนนอยในไซโทพลาซึม และในน้ําเลี้ยง
เชื้อ  เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบวายีนเดกซแทรนเนสมีกรอบอานรหัสเปดขนาด 1920 คู
เบส  ที่แปลรหัสไดโปรตีนที่มีกรดอะมิโน 640 หมู พบบริเวณที่เปนลําดบันิวคลีโอไทดคลายลําดับ 
Shine-Dalgarno  อยูกอนรหัสเร่ิมตนคือ  GAGGAA  และเมื่อทําการวิเคราะหรวมกับลําดับ
กรดอะมิโนทางดานปลาย N   พบวาเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8  มี
สวนที่เปนเพพไทดสัญญาณประกอบดวยกรดอะมิโน 49 หมู  ดังนั้นเดกซแทรนเนสที่สมบูรณจะมี
กรดอะมโิน 591 หมู และมีน้ําหนักโมเลกุล 66 กิโลดัลตัน   

Kubo และคณะ (1993)  ไดศึกษาการแสดงออกของยีนเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter 
sp. สายพันธุ CB-8 ใน S. gordonii โดยการเชื่อมโปรโมเตอรและเพพไทดสัญญาณของยีนกลูโค
ซิลทรานสเฟอเรส (gtfI) ของ S. downei เขากับยีนเดกซแทรนเนสจากสายพันธุ CB-8 และตาม
ดวย rnnBt1t2 terminator ของ E. coli    และใชพลาสมิดลูกผสม pVA838  เปนเวกเตอร เมื่อนํา
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โคลนที่ไดเลี้ยงในภาวะที่มีน้ําตาลซูโครสรวมกับแบคทีเรียกอโรคฟนผุคือ S. sobrinus พบวา

สามารถลดการเกาะติดของกลูแคนที่ S. sobrinus สรางขึ้นได 
Wanda และ Curtiss (1994) ไดศึกษาการแสดงออกของเดกซแทนเนสจาก S. sobrinus 

ซึ่งอยูในพลาสมิด pYA902 (Barrett และคณะ, 1987) โดยทรานสฟอรมลงใน E.coli χ2831 
พบวาเดกซแทรนเนสที่ผลิตไดอยูในสวนเพอริพลาซึม ซึ่งมีอุณหภูมิ และ pH ที่เหมาะสม รวมทั้ง 
isoelectric point ใกลเคียงกับ S. sobrinus และลําดับนิวคลีโอไทดในสวนของเพพไทดสัญญาณ

ซึ่งมีกรดอะมิโน 30 หมูหายไป เนื่องจากลําดับกรดอะมิโนบริเวณปลาย C เปน serine และ 
threonine rich  

Iwai และคณะ (1994) ไดโคลนยีนที่เปนรหัสสําหรับไอโซมอลโทเดกซแทนเนส จาก 
Arthrobacter globiformis สายพันธุ T6 โดยใชฝาจ λEMBL3 เปนเวกเตอรและใช E. coli สาย
พันธุ NM539 เปนเซลลเจาบาน พบโคลนที่ตองการซึ่งมีชิ้นดีเอ็นเอ PstI ขนาด 3.5 กิโลเบส 
จากนั้นทําการหาแผนที่เรสทริกชัน  และซับโคลนชิ้นดีเอ็นเอขนาด 2.2 กิโลเบส เขาสูพลาสมิด
พาหะ pUC119  เมื่อทําการวิเคราะหโคลนนี้พบวาบริเวณเพอริพลาซึมมีแอคติวิตีของเดกซแทรน
เนสสูงสุด 0.41 ยูนิตตอมิลลิลิตร  และรองลงมาคือสวนไซโทพลาสซึม 0.13 ยูนิตตอมิลลิลิตร และ
สามารถแสดงออกไดในภาวะไมมี IPTG แสดงวายีนที่โคลนไดมีโปรโมเตอรเปนของตัวเองซึ่ง

สอดคลองกับผลของลําดับนิวคลีโอไทดที่มีกรอบอานรหัสเปดขนาด 1,926 คูเบส และพบบริเวณที่
เปนโปรโมเตอรลําดับ  Shine-Dalgarno และสามารถวิเคราะหไดวากรอบอานรหัสเปดสรางเพพ
ไทดสัญญาณที่มีกรดอะมิโน 39 หมู ซึ่งสอดคลองกับผลการวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนบริเวณ
ปลาย N ดวย 

Igarashi และคณะ (1995) ไดศึกษายีนเดกซแทรนเนสของ S. mutans โดยโคลนยนีเขาสู 
E. coli DH5α และใช charomid 9-36  เปนเวกเตอร  ใชอาหารทีม่ีบลูเดกซแทรน 2000 ในการ
คัดเลือกโคลน โดยโคลนที่ไดมีชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกขนาด 8 กิโลเบส  นําพลาสมิดจากโคลนที่
ไดมาสรางแผนที่เรสทริกชนัของชิ้นดีเอ็นเอสอดแทรกดังกลาวแลวซับโคลนเฉพาะบริเวณทีท่ํา

หนาที่สรางเดกซแทรนเนสเขาพลาสมิด pUC18 และ pUC19 พบวายนีเดกซแทรนเนสสามารถ
แสดงออกไดในพลาสมิดทัง้สองชนิด และ IPTG ไมมีผลตอการแสดงออกแตอยางใด  แสดงวายนี
ที่โคลนไดมีโปรโมเตอรติดมาดวย และสามารถแสดงออกไดอยางมีประสิทธิภาพในเซลล E. coli 
DH5α  เมื่อวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทดพบกรอบอานรหัสเปดขนาด 2550 คูเบสมีรหัสเร่ิมตนคือ 
ATG และรหัสหยุดคือ TGA  บริเวณจับเกาะของไรโบโซมอยูกอนรหสัเร่ิมตน 2 คูเบส คือ GAGG 
บริเวณที่เปนโปรโมเตอรคือ –10 และ –35 อยูหางกนั 21 คูเบส คือ GATGAT  และ TTTACA  หลัง
รหัสหยุดพบบริเวณ inverted repeat จากลําดับกรดอะมิโนที่ไดจากกรอบอานรหัสเปดพบวามี
กรดอะมิโน 850 หมู มนี้าํหนักโมเลกุลประมาณ 94 กิโลดัลตัน การเปรียบเทียบความเหมือนของ
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โปรตีน DexA กับเดกซแทรนเนสและเอนไซมที่ปลดปลอยออกมานอกเซลลชนิดอื่นของ 
Streptococci ในชองปาก มีความเหมือนในระดับลําดับนิวคลีโอไทดและลําดับกรดอะมิโนกบั

เดกซแทรนเนสของ  S. sobrinus  สายพันธุ UAB เทากับ 57.8 และ 47.0% ตามลําดับแตไมพบ
ความเหมือนใดๆกับเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพันธุ CB-8 ทั้งลาํดับกรดอะมิโน
และลําดับนวิคลีโอไทด 

Oguma และคณะ (1999)  ใชเทคนิค shot-gun cloning  ในการโคลนยีนเอนโดเดกซ   
แทรนเนส (dex) จาก  Arthrobacter globiformis สายพันธุ T-3044 โดยใชพลาสมิด pUC118 
และใช E. coli สายพันธุ XL1-Blue เปนเซลลเจาบาน คัดเลือกทรานสฟอรแมนทที่กอใหเกิดวงใส
บนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งบลูเดกซแทรน  ไดโคลน 8 ชนิด ซึ่งมีชิ้นดีเอ็นเอขนาด 3-5 กิโลเบส   
สามารถแบงยีน dex ออกเปน  2 ชนิด ตามลักษณะของแผนที่เรสทริกชัน คือ dex1 และ dex2 
เมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนที่แปลงมาจากลําดับนิวคลีโอไทดของ  dex1 และ dex2 
(DXase1 และ DXase2)  กับเอนโดเดกซแทรนเนส (DXase) ของ  Arthrobacter globiformis 
สายพันธุ  CB-8  (Okushima และคณะ, 1991)  พบวามีความเหมือน  93 % และ 65%  
ตามลําดับ  ทรานสฟอรแมนทที่ไดนี้มีแอคติวิตีของกลูโคเดกซแทรนเนส ต่ํากวาแอคติวิตีใน  
Arthrobacter globiformis สายพันธุ T-3044 และมีแอคติวิตีเพียง 40mU/ml  นอกจากนี้ยังไม
สามารถกระตุนการแสดงออกไดดวย IPTG แสดงใหเห็นวาการแสดงออกของยีนไมไดอยูใตการ
ควบคุมของโปรโมเตอร lacZ  

Igarashi และคณะ (2001)  ไดศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดที่สมบูรณของยนีเดกซแทรนเนส 
จาก Streptococcus downei  พบกรอบอานรหัสเปดขนาด 3891 คูเบส มีกรดอะมิโน 1297 หมู มี
น้ําหนกัโมเลกลุประมาณ 139.7 กิโลดัลตัน และ isoelectric point 4.49 ลําดับอนุรักษเหมือนกับ
เดกซแทรนเนสจาก S.mutans, S. salivarius และ S. sobrinus  นอกจากนีย้ังพบวาดีเอ็นเอ
ติดตาม dex สําหรับ S. downei  นั้นสามารถไฮบริไดซกับโครมอซอมอลดีเอ็นเอของ S. sobrinus  
ได และไดศึกษาการแสดงออกของเดกซแทรนเนสใน E. coli โดยใชเวกเตอร pT7blue พบวาเกดิ
บริเวณใสบนอาหารเลี้ยงเชือ้แข็งที่มีบลูเดกซแทรนและ IPTG  

Hatada และคณะ (2004) ไดศึกษาการผลิตเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter 

globiformis T6 โดยใช Bacillus subtilis ที่ไมมีโปรตีเอสแอคติวิตีเปนเซลลเจาบาน พบวาเอนไซม
ที่ทําใหบริสุทธิ์แลวนั้นมีน้ําหนัก 65.5 กิโลดัลตัน มีอุณหภูมิ และ pH ที่เหมาะสม คือ 60oC และ 
3.5 ตามลําดับ    

Igarashi และคณะ (2004)  ไดศึกษาลาํดับนิวคลีโอไทดที่สมบูรณของยนีเดกซแทรนเนส 
จาก Streptococcus rattus ATCC 19645 พบกรอบอานรหัสเปดขนาด 2760 คูเบส มีกรดอะมิโน 
920 หมู มีน้าํหนักโมเลกุลประมาณ 100.1 กิโลดัลตัน โดยรีคอมบิแนนทเซลลใน E. coli นัน้ม ี   
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แอคติวิตีของเดกซแทรนเนสซึ่งมีซึง่มีอุณหภูมิ และ pH ที่เหมาะสม รวมทัง้ isoelectric point 
ใกลเคียงกบั S. sobrinus และ S. mutans  

Finnegan และคณะ (2005) ศึกษายนีเดกซแทรนเนสจาก Paenibacillus sp. สายพันธุ 
Dex40-8 และ Dex50-2. ซึ่งคัดแยกจากดิน   ในสายพันธุ Dex40-8 นั้นพบเฉพาะยีน dex1 ซึง่
ประกอบดวยกรดอะมิโน 716 หมู และมีน้ําหนกัโมเลกลุ 80.8 กิโลดลัตัน ในสายพันธุ Dex50-2 
พบทัง้ยนี dex1 และ dex2 ซึ่งประกอบดวยกรดอะมิโน 905 และ 596 หมู และมีน้าํหนักโมเลกุล 
100.1 กิโลดัลตันและ 68.3 กิโลดัลตันตามลําดับ  ยีน dex2 ในสายพนัธุ Dex50-2 นั้นมีความ
เหมือนในระดบัลําดับกรดอะมิโนกับ thermotolerant dextranases ของ thermophilic 
Paenibacillus sp.  และพบวายนีทั้งสามตัวสามารถแสดงออกไดใน E.  coli โดยทําใหเกิดบริเวณ
ใสบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งทีม่ีบลูเดกซแทรน  โดยเดกซแทรนเนสทีพ่บนัน้มีคุณสมบัติเปนเอนโด

เดกซแทนเนส 
ในป 2540 ณฐินี สุวรรณสิงห  ไดทําการคดัแยกแบคทีเรียสายพันธุ AG-2 ที่สามารถสราง

เดกซแทรนเนสจากดินในจงัหวัดนนทบุรี เมื่อศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมพบวาสามารถผลิตเดกซ
แทรนเนสที่มีแอคติวิตี 4.08 หนวยตอมิลลิลิตร เมื่อเลีย้งในอาหารเหลวสูตรทีท่ําการปรับปรุงแลว
โดยณฐิน ี สุวรรณสิงห  โดยคาความเปนกรด-เบสและอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดตอการทาํงานของ
เอนไซมคือ 6.5 และ 40oซ ตามลําดับ และมีความเสถยีรที่ความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิ 4.0-
7.0 และ 30-37oซ ตามลาํดับ แบคทีเรียสายพนัธุ AG-2 ไดถูกจัดจาํแนกเปน Arthrobacter sp. 
สายพนัธุ AG-2 จากการศึกษาสมบตัิทางชีวเคมีและวิเคราะหลาํดับนิวคลีโอไทดของ 16S 
ribosomal RNA โดย Chareonpornwattana และคณะ (2001)  ตอมาไดมีการทดลองปรับปรุง
สายพนัธุแบคทีเรียที่ผลิตเดกซเเทรนเนส Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 โดยใชหลักการกลาย
พันธุดวยรังสีอัลตราไวโอเลตและ N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG) พบวาสามารถ
ผลิตเดกซแทรนเนสเพิ่มข้ึน 2.5 เทา และมีแอคติวิตีเทากับ 6.276 หนวยตอมิลลิลิตร (สุหัทยา      
จิระนันทพิร, 2543) และไดมีการศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสจาก 
Arthrobacter sp.สายพันธุ AG-2 พบวายีนมีขนาด 1,899 คูเบส ประกอบดวยกรดอะมิโน 633 
หมู ขนาดประมาณ 70.3 กิโลดัลตัน และพบบริเวณจับเกาะของไรโบโซมและ inverted repeat 
นอกจากนีย้ังพบวามีความเหมือนกับเอนโดเดกซแทรนเนสของ Arthrobacter globiformis T-
3044, เดกซแทรนเนสของ Arthrobacter sp. CB-8 และไอโซมอลโทไทรโอเดกซแทรนเนสของ 
Brevibacterium fuscum var. dextranlyticum 0407 83%, 82% และ 79% ตามลําดับ (สุทธรัิกษ
ตั้งจิตพินจิการ, 2546) 
 



บทที่ 3 

อุปกรณและวิธีดําเนินงานวิจัย 
 
3.1  อุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1. เครื่องนึ่งอบฆาเชื้อ (autoclave) ของบริษทั Kakusan, Japan. 
2. ตูอบฆาเชื้อ (hot air oven) ของบริษัท Memmert, Germany. 
3. อางน้ําควบคมุอุณหภูมิพรอมเครื่องเขยา (waterbath shaker) ของบริษัท Memmert, 

Germany. 
4. เครื่องชั่ง  รุน L2200P และ A200S ของบริษัท Sartorius, USA. 
5. เครื่องปนผสม (vortex mixer) รุน G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA. 
6. ตูบมเชื้อ (incubator) ของบริษัท Memmert, Germany. 
7. เครื่องปนเหวีย่งชนดิตั้งโตะ (bench-top centrifuge) รุน KM-15200 ของบริษัท Kubota, 

Japan. 
8. เครื่องปนเหวีย่งชนิดควบคมุอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน 1920 ของบริษัท 

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

9. ตูเขี่ยเชื้อ  รุน Clean model. V4 ของบริษทั LAB Service, Thailand. 
10. เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน UV-160A ของบริษัท Shimadzu, 

Japan. 
11. เครื่องวัดความเปนกรด-เบส (pH meter) รุน 240 ของบริษัท Corning, USA. 
12. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –70Oซ  ของบริษัท Forma Scientific , 

USA. 
13. ตูแชแข็งจุดเยือกแข็งต่ํา (deep freezer) อุณหภูมิ –20Oซ  ของบริษัท Sanyo Electric, 

Japan. 
14. ชุดเครื่องมือทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (agarose gel electrophoresis) 

- Mini gel electrophoresis system ของบริษัท Mupid-2 Advance, Japan. 
- Mini Sub-Cell GT agarose gel electrophoresis systems ของบริษัท Bio-Rad, 

USA. 
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15. ไมโครปเปต (micropipette) ของบริษัท Gilson, France. 
16. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (thermo-block) รุน MylabTH 

Thermo-Block SLTDB-120 ของบริษัท SeouLin Bioscience, Korea. 
17. ชุดกรองสําเรจ็รูปชนิดเซลลโูลสอะซีเตต ขนาดความกวางรู 0.45 ไมโครเมตร  รุน DISMIC-

25SC ของบริษัท Tokyo Roshi Kaisha, Japan. 
18. กระบอกฉีดยาพลาสตกิ  ขนาด 5 มิลลิลิตร  ของบริษัท Nissho Nipro, Japan. 
19. หลอดเก็บเชื้อแชแข็ง (cryotube) ของบริษัท Nalgene, USA. 
20. กระดาษกรอง (filter paper) ของบริษัท Advantec, Japan. 
21. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Thermal Cycle) รุน 2400 ของบริษทั Perkin Elmer, USA 
22. Gene pulser II Electroporation system ของบริษัท Bio-Rad, USA. 
23. Gel documentation ของบริษทั Bio-Rad, USA. 
 
3.2  เคมีภัณฑและชุดทดสอบสาํเร็จ 
 
1. ทริปโตน (tryptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
2. ผงสกัดจากยสีต (yeast extract) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
3. พอลิเปปโตน (polypeptone) ของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
4. อะกาโรสเจล (agarose gel) ของบริษัท IUAI, Japan. 
5. โซเดียมคลอไรด (NaCl) ของบริษัท E Merck, Germany. 
6. แคลเซียมคลอไรดไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) ของบริษัท Carlo ERBA, Italy. 
7. โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) ของบริษัท E Merck, Germany. 
8. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) ของบริษัท BDH Chemical, AUS. 
9. กรดอะซีติกเขมขน (glacial CH3COOH) ของบริษัท E Merck, Germany. 
10. กลีเซอรอล ของบริษัท Carlo ERBA, Italy. 
11. ฟนอล (phenol) ของบริษัท E Merck, Germany. 
12. KH2PO4 ของบริษัท E Merck, Germany. 
13. แมนนทิอลของบริษัท Difco Laboratories, USA. 
14. 2-โพรพานอลของบริษัท E Merck, Germany. 
15. ไลโซไซม ของบริษัท Sigma, USA. 
16. Trizma base (tris [hydroxymethyl] aminomethane), (C4H11NO3) ของบริษัท Sigma, 

USA. 
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17. EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), (C10H14N2O8Na2.2H2O) ของบริษัท Sigma, 
USA. 

18. SDS (sodium dodecyl sulfate), (C12H25OSO3) ของบริษัท Nacalai tesque, Japan. 
19. K2HPO4 ของบริษัท E Merck, Germany. 
20. MgSO4.7H2O ของบริษัท E Merck, Germany. 
21. HEPES ของบริษัท Sigma, USA. 
22. PEG6000 (Polyethyleneglycol6000) ของบริษัท Fluka chemika, Switzerland. 
23. สารปฏิชีวนะ กานามยัซิน (kanamycin)  แอมพิซิลลิน (ampicillin) ของบริษัท Nacalai 

tesque, Japan. 
24. เรสทริกชันเอนไซม  BamHI , EcoRI ของบริษัท Promega, USA. 
25. เรสทริกชันเอนไซม  Alw21I , PstI ของบริษัท Fermentas, USA. 
26. 1 kb DNA ladder ของบริษัท Promega, USA. 
27. KOD DNA polymerase ของบริษัท TOYOBO, Japan. 
28. dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ของบริษทั TOYOBO, Japan. 
29. T4-ดีเอ็นเอไลเกส (T4 DNA ligase) ของบรษิัท Promega, USA. 
30. แอลคาไลนฟอสฟาเทส (alkaline phosphatase) ของบริษัท Promega, USA. 
31. Ribonuclease A (RNase A) ของบริษัท Sigma, USA. 
32. เดกซแทรน (industrial grade) ของบริษทั Sigma, USA. 
33. บลูเดกซแทรน (blue dextran) ของบริษัท Sigma, USA. 
34. X-gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ของบริษัท Promega, USA. 
35. IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) ของบริษัท Wako, Japan. 
36. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit ของบริษัท Qiagen, Germany. 
37. ชุดสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit ของบริษัท Qiagen, 

Germany. 
 
หมายเหต ุ สารเคมีที่ใชในการทดลองทุกชนิดเปนเกรดเพื่อการวิเคราะห (analytical grade) 
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3.3  แบคทีเรีย 
 
 แบคทีเรียที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที ่3.1 
 
ตารางที ่3.1 แบคทีเรีย 
 

แบคทีเรีย จีโนไทป/ฟโนไทป เอกสารอางอิง 

Escherchia coli สายพนัธุ 
DH5α 

ϕ80dlacZΔM15, endA1, recA1, 
gyrA96, thi-1, hsdR17, relA1, 
supE44, deoR, Δ(lacZYA-

argF)U169 

Hanahan, 1983 

E. coli (pSUDEX) E. coli สายพนัธุ DH5αที่มรีีคอมบิ   
แนนทพลาสมดิ pSUDEX 

สุทธิรักษ ตั้งจิตพินิจการ, 
2546 

Bacillus subtilis MI111  arg-15leuA8 rM
- Amy+ วัฒนาลัย ปานบานเกร็ด* 

Bacillus subtilis MI111 
low protease 

arg-15leuA8 rM
- Amy+, low protease 

activity 
วัฒนาลัย ปานบานเกร็ด* 

Bacillus subtilis MI113 arg-15 trpC2 rM
- mM

- Amy+ วัฒนาลัย ปานบานเกร็ด* 
E. coli (pGEMTF) E. coli สายพนัธุ DH5αที่มรีีคอมบิ 

แนนทพลาสมดิ pGEMTF 
สรางในการทดลองนี ้

E. coli (pBUNDEX) E. coli สายพนัธุ JM109 ที่มีรีคอมบิ  
แนนทพลาสมดิ pBUNDEX 

สรางในการทดลองนี ้

Arthrobacter sp. สาย

พันธุ AG-2 
สามารถยอยสลายเดกซแทรน ณฐินี สุวรรณสิงห, 2540 

 
 
* ไดรับความอนุเคราะหจาก ศ.ดร. วฒันาลยั ปานบานเกร็ด ภาควิชาเทคโนโลยีชวีภาพ คณะ
วิทยาศาสตร  มหาวิทยาลยัมหิดล 
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3.4 พลาสมิดและโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอร 
 

พลาสมิดและโอลิโกนวิคลีโอไทดไพรเมอรที่ใชในการทดลองแสดงในตารางที่ 3.2 และ 3.3 
ตามลําดับ 
 
ตารางที ่3.2  พลาสมิด 

 
 
 
 
 
ตารางที ่3.3  โอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอร 
 
 
โอลิโกนวิคลโีอ
ไทดไพรเมอร 

ลําดับนวิคลีโอไทด (Tm) เอกสารอางอิง 

BUN+F 5’-AGTGTGCACCGAGAGGAACTATCATGCCCG-3’ 
(70Oซ) 

ออกแบบในการ

ทดลองนี ้
BUN+R 5’-ACAGTGCACTCGATGCCAATGAGATGGCTG-3’ 

(71Oซ) 
ออกแบบในการ

ทดลองนี ้
PROBUNF 5’-ATATTGTTGTTGACAAATAC-3’ 

(47.2Oซ) 
ออกแบบในการ

ทดลองนี ้
 
 
 
 

พลาสมิด จีโนไทป/ ฟโนไทป เอกสารอางอิง 

pGEM-7Zf(+) Apr, αlac/MCS บริษัท Promega, USA 
    pTF6 Kmr, Cmr Hirata, 1986 
    pGEMTF Apr, Kmr, Cmr สรางในการทดลองนี ้
    pBUNDEX Apr, Kmr สรางในการทดลองนี ้
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3.5  การเลี้ยงและเกบ็รักษาแบคทีเรีย    
 
      3.5.1  เลี้ยง Escherichia coli ทกุสายพันธุในอาหารเลีย้งเชือ้ LB (ภาคผนวก ก)  เมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี  นาน 16-18 ชั่วโมง  
ที่อุณหภูม ิ 37Oซ  กรณีที่ตองเติมสารปฏิชวีนะ (ภาคผนวก ข) ใชแอมพิซิลลิน (Am) ความเขมขน
สุดทาย 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร   เมื่อทําเปนอาหารแข็งเติมวุน 1.5%  บมเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 37Oซ    
นาน 16-18 ชั่วโมง    
      3.5.2  เลี้ยง Bacillus subtilis ทุกสายพนัธุในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB (ภาคผนวก ก)  เมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวเขยาบนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ี  นาน 16-18 ชั่วโมง  
ที่อุณหภูม ิ 37Oซ  กรณีที่ตองเติมสารปฏิชวีนะ (ภาคผนวก ข) ใชกานามัยซนิ (Km) ความเขมขน
สุดทาย 10 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    เมื่อทําเปนอาหารแข็งเติมวุน 1.5%  บมเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 37Oซ  
นาน 16-18 ชั่วโมง    
      3.5.3  เลี้ยง  Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2 ในอาหารแข็ง Yamaguchi (ภาคผนวก ก) 
เมื่อตองการกระตุนการสรางเดกซแทรนเนสหรือเพื่อการเก็บรักษาเชือ้  โดยเลี้ยงนาน 2-3 วัน และ
เลี้ยงในอาหารเหลว และอาหารเเข็ง LB เมื่อตองการสกัดจีโนมกิดีเอ็นเอ  โดยเลี้ยงนาน 16-18 
ชั่วโมง  บนเครื่องเขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาท ีอุณหภูมิ 30 Oซ 
      3.5.4  เก็บรักษาแบคทเีรียโดยเลี้ยง E. coli, B. subtilis ทุกสายพันธุ และ Arthrobacter sp. 
สายพนัธุ AG-2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวตามขอ 3.5.1 ถึง 3.5.3 ตามลําดับนํามาผสมกับกลีเซอ 
รอล (ภาคผนวก ข) ในอัตราสวนน้าํเลี้ยงเชื้อตอกลีเซอรอลเปน 3:7 โดยปริมาตร บรรจุลงในหลอด
เก็บเชื้อแชแข็ง  เก็บที่อุณหภูมิ –70Oซ  
                  
3.6  เตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอ 

 
      3.6.1  สกัดพลาสมิดดวยวิธ ีAlkaline lysis  

 
                เลี้ยงแบคทีเรียสายพนัธุที่มพีลาสมิดที่ตองการในอาหารเลีย้งเชื้อเหลว LB ทีม่ียา

ปฏิชีวนะ 5 มิลลิลิตร  นาํไปบมที่อุณหภูมิ 37Oซ นานขามคืน แลวนาํมาสกัดพลาสมิดดวยวิธี 
alkaline lysis (Sambrook และ Russell, 2001) ดังขั้นตอนตอไปนี้   ถายเชื้อ 5 มิลลิลิตร ใสลงใน
หลอดไมโครฟวจ  นําไปปนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลนาน 2 นาที ที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาที  
เทสวนน้าํใสทิง้ใหหมด    นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติมสารละลาย I (ภาคผนวก ข) 100 ไมโครลิตร  
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กระจายตะกอนเซลลโดยการใชไมโครปเปตดูดขึ้นลง    จากนั้นเติมสารละลาย II (ภาคผนวก ข) ที่
เตรียมใหมๆ 200 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนัดวยการกลบัหลอดไปมาเบาๆ 2-3 คร้ัง  ตั้งทิ้งไวในอาง
น้ําแข็ง    จากนั้นเติมสารละลาย III (ภาคผนวก ข) ที่เยน็   150 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากันดวยการ
กลับหลอดไปมาเบาๆ 2-3 คร้ัง  ตั้งทิ้งไวในอางน้าํแข็งนาน 3-5 นาท ี  นาํไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว
รอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที    ถายเฉพาะสวนน้าํใสที่อยูเหนือตะกอนมาประมาณ 400 
ไมโครลิตร  แลวเติมเอทานอล 95 % ปริมาตร 2 เทาของสวนน้าํใส  กลับหลอดไปมาเบาๆ  ตั้งทิง้
ไวที่อุณหภูม ิ–20Oซ  ประมาณครึ่งชั่วโมง  แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที 
นาน 15 นาที  เทสวนของเอทานอล 95 % ทิ้ง    ปนลางตะกอนดีเอ็นเอที่ไดดวยเอทานอล 70% ที่
เย็นจัด ประมาณ 500 ไมโครลิตร ทําซ้าํ 2 คร้ัง  โดยการปนลางเกบ็ตะกอนนาน 5 นาท ีคอยๆเท
สวนน้ําใสทิ้ง    สุดทายนําตะกอนดีเอ็นเอที่ไดไประเหยใหแหงสนทิแลวละลายตะกอนดีเอ็นเอใน
บัฟเฟอร TE 50 ไมโครลิตร  และใส RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 2 ไมโครลิตร เพื่อ
กําจัดอารเอ็นเอออก  เก็บที่อุณหภูมิ –20 0ซ 
 ในกรณีที่ตองการสกัดพลาสมิดจากแบคทีเรียแกรมบวกเชน Bacillus subtilis หลังจาก
เติมสารละลาย I แลวใหทาํการเติมไลโซไซมใหมีความเขมขนสุดทายเปน 2 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 
บมที่ 37Oซ นาน 30 นาท ีแลวจึงเติมสารละลาย II (วัฒนาลัย ปานบานเกร็ด, 2536) 
 
      3.6.2  สกัดพลาสมิดดวยชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit 
(Qiagen, Germany) (ภาคผนวก ข3) 
                      
                    สกัดพลาสมิดตามวิธทีี่ระบุโดยบริษัทผูผลิต  โดยเลีย้ง B. subtilis หรือ E. coli สาย
พันธุที่มพีลาสมิดที่ตองการและปนเกบ็เซลลตามวิธีในขอที่ 3.6.1  แขวนลอยเซลลดวยบัฟเฟอร 
P1  250 ไมโครลิตร จากนัน้เติมบัฟเฟอร P2  250 ไมโครลิตร  ผสมโดยการกลับหลอดจนกระทัง่
ของผสมเริ่มหนืดและใสขึ้นภายในระยะเวลาไมเกนิ 5 นาท ี    จากนัน้เติมสารละลาย N3  350 
ไมโครลิตร ผสมโดยกลับหลอดไปมาจนเกิดเปนตะกอนขาว  นําไปปนเหวี่ยงเพือ่ใหตะกอนตกที่
ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิหอง    แยกสวนน้าํใสลงใน QIAprep 
spin column นําไปปนเหวีย่งดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาท ีที่อุณหภูมหิอง นาน 1 นาที  
เทสวนน้าํใสทิง้    เติมบัฟเฟอร PB  500 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน  นําไปปนเหวีย่งดวยความเร็ว
รอบ 13,000 รอบตอนาททีีอุ่ณหภูมิหอง นาน 1 นาท ี  เทสวนน้ําใสทิ้ง    เติมบัฟเฟอร PE 750 
ไมโครลิตร ลงในคอลัมน  นาํไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาท ีที่
อุณหภูมิหอง เทสวนน้าํใสทิง้กอนทาํการปนเหวี่ยงซ้ําอกีครั้งเพื่อกาํจัดสวนน้ําใสที่เหลือติดคอลัมน    
ยายคอลัมนมายังหลอดไมโครฟวจใหม  เติมน้ําปลอดประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB  50-100 
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ไมโครลิตร ใหลงตรงแผนกรอง  ตั้งทิ้งไว 1 นาที  นําไปปนเหวี่ยงดวยความเรว็รอบ 13,000 รอบตอ
นาที นาน 1 นาท ี ที่อุณหภมูิหอง    จะไดสารละลายพลาสมิดอยูในสวนน้าํใส  เก็บพลาสมิดที่
อุณหภูมิ –20Oซ  

 
      3.6.3  วิเคราะหความเขมขนและความบริสุทธของดีเอ็นเอที่สกัดได 

 
                 นาํสารละลายดเีอ็นเอไปวัดคาการดูดกลนืแสง (absorbance, A) ที่ความยาวคลื่น 
260  และ  280 นาโนเมตร  (A260 และ A280)  คํานวณคา A260 ตอ A280    คาที่เหมาะสมควรจะอยู
ในชวง 1.8-2.0  ถาคานอยกวา 1.8 แสดงวามีโปรตีนปนเปอนสงู  ถาคาสูงกวา 2.0 แสดงวามีอาร
เอ็นเอปนเปอนสูง 
                         คํานวณหาความความเขมขนของดีเอ็นเอจากสมการ 
                         ดีเอ็นเอสายคู (ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) = A260x 50 x dilution factor 
  
 3.7  ปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
 
         สําหรับการทาํปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ไพรเมอร BUN+F และ BUN+R ไดถูกออกแบบ
จากลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสใน Arthrobacter  sp. สายพนัธุ AG-2 (สุทธิรักษ  
ตั้งจิตพินจิการ, 2545) โดยลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรแสดงดังตารางที่ 3.3 

ในปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรสมีความเขมขนสุดทายของแตละสวนประกอบเปนดงันี ้ 
สารละลาย MgCl2ความเขมขน 2.5  มิลลิโมลาร สารละลาย dNTPs ความเขมขน 0.2 มิลลิโมลาร 
(แตละชนิด) สารละลายไพรเมอร BUN+F และ BUN+R  ชนิดละ 0.2 ไมโครโมลาร    บัฟเฟอร 1X 
KOD polymerase    KOD DNA polymerase (Toyobo, Japan) ปริมาณ 2.5 หนวย    ดีเอ็นเอ
แมแบบปริมาณ 1 ไมโครกรัม โดยภาวะทีใ่ชในปฏิกิริยาเปนดังนี ้                       
 hot start  ที่อุณหภูม ิ98Oซ                     นาน   1   นาท ี
 denaturation  ที่อุณหภูม ิ98Oซ                     นาน 15   วินาท ี
 annealing   ที่อุณหภูม ิ68Oซ                     นาน   2   วนิาที           25 รอบ 
 extention  ที่อุณหภูม ิ72Oซ                     นาน  30  วินาท ี

final extention              ที่อุณหภูม ิ72Oซ                     นาน   10   นาท ี
 

            ดําเนนิปฏิกิริยาลกูโซพอลิเมอเรสดวยเครื่องเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ (DNA thermal cycler) 
(Perkin Elmer, USA)      
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3.8  สรางรีคอมบิแนนทพลาสมิดและวเิคราะหดีเอ็นเอ 
          

      3.8.1  ตัดดีเอ็นเอดวยเรสทริกชันเอนไซม 
 
                ตัดจีโนมกิดีเอ็นเอและพลาสมดิดีเอ็นเอดวยเรสทริกชันเอนไซม  โดยใชบัฟเฟอรและ

อุณหภูมิที่เหมาะสมกับเรสทริกชันเอนไซมตามที่ระบุไวโดยบริษัทผูผลิต 
 

      3.8.2   ทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส 
                  

    ทําอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสเพื่อวิเคราะหลักษณะและขนาดของพลาสมิดทีถ่กูตัด
ดวยเรสทริกชนัเอนไซมโดยมวีิธีการดังนี้คือ ผสมพลาสมิดปริมาณที่เหมาะสมกับสีติดตาม 
(Promega, USA) หยอดสารละลายลงไปในชองและใช 1 kb DNA ladder (Promega, USA) เปน
ดีเอ็นเอมาตรฐาน  ซึ่งเจลประกอบไปดวย อะกาโรสเจล 0.7% ในบฟัเฟอร 1X TAE (ภาคผนวก ข) 
จากนั้นทําอิเลก็โทรโฟเรซิสดวยชุดทาํอิเล็กโทรโฟเรซิส Mini Sub-Cell GT หรือชุดทําอิเล็กโทรโฟเร
ซิส Mupid-2 ใชความตางศักย 50-100 โวลต   ทิ้งไวจนกระทัง่สีน้ําเงินของบรอมฟนอลบลู
เคลื่อนที่ลงมาจนสุดขอบอะกาโรสเจลอีกดาน  ยอมอะกาโรสเจลดวยเอธิเดยีมโบรไมด 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) นาน 5-10 นาท ี  ลางเอธิเดียมโบรไมดสวนเกินออกดวยน้าํ
กลั่นปลอดประจุ  ตรวจดูแถบดีเอ็นเอและถายภาพดวยเครื่อง Gel Documentation (Biorad, 
USA) 

  
      3.8.3  การแยกชิ้นดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล 

 
    ทาํอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสเพื่อแยกชิ้นดีเอ็นเอทีต่ัดดวยเรสทริกชันเอนไซมตาม
ขนาด  ตรวจดูแถบดีเอ็นเอดวย UV-light Transilluminator  ตัดเจลใหครอบคลุมแถบดีเอ็นเอที่
ตองการดวยใบมีดและนําชิน้เจลที่ตัดไดใสลงในหลอดไมโครฟวจ  แยกชิ้นดีเอน็เอออกจากอะกา
โรสเจลดวยชดุสกัดดีเอ็นเอจากอะกาโรส QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) 
(ภาคผนวก ข4)ตามวิธีที่ระบุโดยบริษัทผูผลิตดังนี ้   เติมบัฟเฟอร QG ปริมาณ 3 เทาของชิ้นอะกา
โรสเจล บมทีอุ่ณหภูมิ 50Oซ นาน 10 นาท ีหรือจนกระทั่งอะกาโรสเจลละลายหมด  จากนัน้เติมไอ
โซโพรพานอลที่อุนที่อุณหภมูิ 50Oซ ปริมาณ 1 เทาของชิ้นอะกาโรสเจล  ผสมใหเขากันโดยการ
กลับหลอดไปมา แลวถายสารละลายดีเอ็นเอลงใน QIAquick column นําไปปนตกตะกอนดวย
เครื่องปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาททีี่อุณหภูมิหอง นาน 1 นาท ี  เทสวนน้าํใสทิง้    
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เติมบัฟเฟอร PE  750 ไมโครลิตร ลงในคอลัมน  นําไปปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอ
นาทีที่อุณหภูมิหอง นาน 1 นาท ี  เทสวนน้ําใสทิ้ง  เทสวนน้ําใสทิ้งกอนทาํการปนเหวี่ยงซ้าํอีกครั้ง
เพื่อกําจัดสวนน้ําใสที่เหลือติดคอลัมน    ยายคอลัมนมายงัหลอดไมโครฟวจใหม  เติมน้ําปลอด
ประจุปลอดเชื้อหรือบัฟเฟอร EB  50-100 ไมโครลิตร ใหลงตรงแผนกรอง  ตั้งทิ้งไว 1 นาท ี  นําไป
ปนเหวี่ยงดวยความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที นาน 1 นาท ีที่อุณหภูมิหอง    ชิ้นดีเอ็นเอจะอยู
ในสวนน้าํใส  เก็บที่อุณหภูม ิ–20Oซ  

 
      3.8.4  เชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอกับเวกเตอร 

              
                เชื่อมตอช้ินดีเอ็นเอและพลาสมิดเวกเตอรทีถู่กตัดดวยเรสทริกชันเอนไซมที่เหมาะสม
โดยใช T4-ดีเอ็นเอไลเกส (Promega, USA) อัตราสวนโมลารของชิน้ดีเอ็นเอกับเวกเตอรที่ใชในการ
เชื่อมตอโดยทัว่ไปคือ  5:1 หรือ 3:1  ปรับปริมาตรสุดทายของสารผสมปฏิกิริยาทีใ่ชในการทดลอง
นี้ใหเปน 10 ไมโครลิตรดวยน้ํา  นําของผสมชิ้นดีเอ็นเอ พลาสมิดเวกเตอรและน้ําไปใหความรอนที่ 
65Oซ นาน 10 นาที  ปลอยใหเยน็ลงที่อุณหภูมิหองแลวเติม 10X ไลเกชันบัฟเฟอร และ ทีโฟรดีเอ็น
เอไลเกส บมของผสมปฏิกริิยาที่อุณหภูม ิ 16Oซ นานขามคืนกอนทีจ่ะนําไป ทรานสฟอรมเขาสู
เซลลเจาบาน  

 
3.9  การทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E. coli 

 
      3.9.1   การเตรียมคอมพีเทนทเซลลของ E. coli 
 
                 เตรียมคอมพีเทนทเซลล (Sambrook และ Russell, 2001) โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของ   
E. coli ลงในอาหารเลีย้งเชือ้เหลว 2YT (ภาคผนวก ก) 5 มิลลิลิตร  แลวนาํไปเขยาที่อุณหภูมิ 37O

ซ นานขามคนื (16-18 ชั่วโมง) เพื่อใชเปนหัวเชื้อ  จากนัน้ถายหวัเชื้อ 700 ไมโครลิตร ไปยังอาหาร
เลี้ยงเชื้อเหลว 2YT  70 มิลลิลิตร ที่บรรจุใน armed  flask  นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37Oซ  จนกระทั่ง 
OD600 เทากับ 0.3-0.5    ระหวางชวงทีร่อการเจริญของเชื้อใหทําการเตรียมสารละลาย MgSO4/ 

CaCl2 (เตรียมกอนใชและสารละลายทกุชนิดที่ใชเตรียมคอมพีเทนทเซลลตองแชในอางน้าํแข็ง) 
ดังนี ้ ผสมน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อที่เยน็ 40 มิลลิลิตร เขากับสารละลาย CaCl2 1 โมลาร ที่ปลอด
เชื้อและเย็น  3.5 มิลลิลิตร ในหลอดพลาสติกฝาเกลียว  ผสมใหเขากันแลวตัง้ทิง้ไวในอางน้ําแข็ง
ใหไดอุณหภูมิ 4Oซ   จากนัน้เติมสารละลาย  MgSO4 1 โมลาร  ที่ปลอดเชื้อและเย็น 1 มิลลิลิตร  
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ผสมใหเขากนัแลวเติมน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อที่เยน็เพือ่ปรับปริมาตรใหเปน 50 มิลลิลิตร    แชใน
อางน้ําแข็งกอนจะใช 
                เมื่อไดคา OD600 ตามที่ตองการแลวใหถายเชื้อลงในหลอดเซนตริฟวจปลอดเชื้อ 35 
มิลลิลิตร ที่เยน็ จํานวน 2 หลอด    จากนัน้นาํไปปนเหวี่ยงตกตะกอนเซลลดวยเครื่องปนเหวี่ยง
ชนิดควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 4Oซ  ความเรว็ในการปนเหวี่ยง 4000 รอบตอนาที นาน 6 นาที  
(ตั้งแตขั้นตอนนี้ตองทําที่อุณหภูมิ 4Oซ ตลอด) เทอาหารเลี้ยงเชื้อทิ้ง    เติมสารละลาย MgSO4/ 

CaCl2 ที่เยน็ 10.5 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลลแตละหลอด  กระจายตะกอนใหเขากับสารละลาย 
MgSO4/CaCl2 (หามใชเครื่องปนผสม)    แชหลอดเซนตริฟวจที่มตีะกอนเซลลและสารละลาย 
MgSO4/CaCl2 ในอางน้าํแข็ง  นาน 30-45 นาที  แลวจงึนาํไปปนเหวีย่งที่อุณหภูมิ 4Oซ  ความเรว็
รอบ 4000 รอบตอนาที นาน 10 นาที  เทสวนน้ําใสทิ้ง    จากนั้นเติมสารละลาย MgSO4/CaCl2 ที่
เย็น 3.5 มิลลิลิตร ลงในตะกอนเซลลแตละหลอดอีกครั้ง  กระจายตะกอนใหเขากับสารละลาย 
MgSO4/CaCl2  แชในอางน้าํแข็งนาน 45 นาที ข้ึนไป แลวเติมกลีเซอรอลปลอดเชื้อ 875 
ไมโครลิตร ลงไปในแตละหลอดและผสมใหเขากนัเบาๆ สุดทายทาํการแบงใสในหลอดไมโครฟวจ
ปลอดเชื้อที่เยน็ประมาณหลอดละ 100 ไมโครลิตร แลวเก็บคอมพีเทนทเซลลไวที่อุณหภูมิ –70Oซ 

 
 

      3.9.2   ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E. coli 
 
                 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู E. coli (Sambrook และ Russell, 2001) 
โดยทุกขัน้ตอนทาํที่อุณหภูมิ 4Oซ  ยกเวนชวงทาํ heat shock ดังนี ้นําคอมพีเทนทเซลล E. coli  ที่
เก็บไวที่อุณหภูมิ  -70Oซ มาแชในอางน้าํแข็งใหละลายชาๆ เมือ่เซลลละลายแลวใหใสรีคอมบิ    
แนนทพลาสมดิลงในคอมพเีทนทเซลล 100 ไมโครลิตร  ผสมใหเขากนัแลวนาํไปบมในอางน้าํแข็ง
อยางนอย 30 นาที  จากนั้นทําการ heat shock ที่อุณหภูมิ 42Oซ นาน 90 วินาที  เมื่อครบเวลาให
แชลงในอางน้าํแข็งทนัทนีาน 2 นาท ี  แลวจึงเติมอาหารเหลว 2YT 1 มิลลิลิตร ลงไปในหลอดเชื้อ 
และนําไปบมที่อุณหภูม ิ37Oซ  อยางนอย 1  ชั่วโมง  จากนัน้เกลี่ยเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB ที่
มีแอมพิซิลลิน 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร  ซึ่งผานการเกลี่ยดวย 50 ไมโครลิตร ของ X-gal (5-
Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก 
ข) และ 7 ไมโครลิตร ของ IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) 0.1 โมลาร (ภาคผนวก ข) 
(ทําการเตรียมเกลี่ยสารดังกลาวกอนใชทกุครั้ง) บมที่อุณหภูมิ 37Oซ  นานขามคืน  
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3.10  การทรานสฟอรมรคีอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู B. subtilis 
 

3.10.1 การเตรียมคอมพีเทนทเซลลของ B. subtilis 

 

 เตรียมคอมพีเทนทเซลล (สชุาติ ปนจัยสหี, 2538) โดยเขี่ยโคโลนีเดี่ยวของ B. subtilis ลง

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB broth แลวนําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 37Oซ ขามคืน เพื่อใชเปนหัว
เชื้อ จากนั้นถายหวัเชื้อ 100 ไมโครลิตรลงใน LB broth 100 มิลลิลิตร ที่บรรจุใน armed flask ใน
เครื่องเขยาที่อุณหภูมิ 37Oซ  จนกระทัง่ OD600 เทากับ 1.0 จากนัน้นําไปปนเหวี่ยงเพื่อตกตะกอน
เซลลดวยความเร็ว 10000 รอบตอนาท ี  ที่อุณหภูมิ 4Oซ  เปนเวลา 5 นาที เทอาหารเลี้ยงเชื้อทิง้ 
แลวปนลางเซลลดวย 1mM HEPES buffer pH 7.0  10 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) จํานวน 2 คร้ัง 
จากนั้นปนลางเซลลอีกครั้งดวยสารละลาย PM 10 มิลลิลิตร (ภาคผนวก ข) คอยๆเทสารละลาย 
PM ทิ้งและกระจายเซลลในสารละลาย PM ประมาณ 200 มิลลิลติร ที่เหลืออยูในหลอดเซนตริ
ฟวจ เซลลนี้สามารถนําไปใชไดทันท ีหรือเก็บไวที ่-70Oซ  จนกวาจะใช 

 
 
 

3.10.2 ทรานสฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู B. subtilis 
 

 ทรานฟอรมรีคอมบิแนนทพลาสมิดเขาสู B. subtilis (สุชาติ ปนจยัสหี, 2536) โดยใชวิธ ี
อิเล็กโทรพอเรชัน (electroporation) ดังนี ้ ผสมคอมพีเทนทเซลล 100 ไมโครลิตรกับดีเอ็นเอ 20 
ไมโครกรัมในหลอด Eppendorf ที่ปราศจากเชื้อ จากนั้นเติม  PEG 6000 40% ผสมใหเขากนัดี
แลวนําไปแชในอางน้าํแข็งเปนเวลา 5 นาที ถายเซลลที่ผสมพลาสมิดและ PEG ปริมาณ 20 
ไมโครลิตรลงในคิวเวตตที่มีระยะหางระหวางขั้วประมาณ 0.2 ซม.ระวังอยาใหเกิดฟอง ปลอย

กระแสไฟฟาผานเซลล 1 คร้ัง โดยปรับเครือ่งอิเล็กโทรพอเรชันที ่2400 โวลต ( 12 – 16 กิโลโวลต
ตอช่ัวโมง)ความตานทาน 4 กิโลโอหม (เวลาที่ใชในการปลอยกระแสไฟฟาประมาณ 5/1000 
วินาที) ดูดเซลลจากคิวเวตตมากระจายใน  LB broth 1 มิลลิลิตร นําไปเขยาที่อุณหภูมิ 37Oซ เปน
เวลา 2-3 ชั่วโมง จากนัน้เกลี่ยเชื้อลงบนอาหารเลิย้งเชือ้แข็ง LB ที่มยีาปฏิชีวนะกานามัยซนิ 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตรและบลูเดกซแทรน 0.5%  บมที่อุณหภูมิ 37Oซ นานขามคนื 
 
 

 



บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การสรางชัตเทิลเวกเตอรเพื่อใชสาํหรับการโคลนยีนเดกซแทรนเนส 
  
 การโคลนยีนเดกซแทรนเนสเขาในเวกเตอรและทรานสฟอรมโดยตรงเขาใน Bacillus sp. 
นั้นทําไดยากเนื่องจากลักษณะของผนงัเซลลของแบคทีเรียแกรมบวกซึง่มีชัน้เพปทิโดไกลแคนหนา 
ทําใหการสงผานสารตางๆ รวมทั้งโมเลกุลดีเอ็นเอนัน้ทาํไดลําบาก จึงทําการสรางเวกเตอรที่มี

ลักษณะเปนชตัเทิลเวกเตอร (shuttle vector) เสียกอน เพื่อทําการโคลนยนีเดกซแทรนเนสเขา
แลวทรานสฟอรมสู E. coli กอน จากนัน้จึงคอยทาํการเพิ่มปริมาณโดยการสกัดรีคอมบิแนนท 
พลาสมิดจาก E. coli เพื่อทรานสฟอรมเขาสู Bacillus sp. เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนตอไป  
โดยทาํการสรางชัตเทิลเวกเตอรจากพลาสมิด pGEM-7Zf(+) ที่สามารถถายแบบไดใน E.coli  
และพลาสมิด pTF6 ที่สามารถถายแบบไดใน Bacillus sp. ตัดพลาสมิดทั้งสองชนิดดวยเรสทริก
ชันเอนไซม EcoRI แลวเชื่อมดวยทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส  จากนั้นทรานสฟอรมเขาใน E. coli DH5α 
ทําการคัดเลือกทรานสฟอรแมนตที่ไดโดยการใชเทคนิค blue-white colony selection  
ตรวจสอบทรานสฟอรแมนตที่มีพลาสมิดขนาดประมาณ 8 กิโลเบส โดยการตัดดวยเรสทริกชัน
เอนไซม PstI (ชองที่4) และเมื่อตัดดวย EcoRI แลวไดชิ้นดีเอ็นเอสองชิ้นซึ่งจะมีขนาดประมาณ 5 
และ 3 กิโลเบสตามลําดับ (ชองที่5) ชตัเทิลเวกเตอรที่ไดใชชื่อวา “pGEMTF”  ดังแสดงในรปูที ่
4.1.1 
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          1     2     3     4     5 
      
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.1.1  ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของชัตเทิลเวกเตอร pGEMTF ที่สรางได 

 
  ชองที ่1  1 kb DNA ladder 
  ชองที ่2   พลาสมิด pGEM-7Zf(+) ที่ตัดดวยเรสทรกิชันเอนไซม EcoRI 
  ชองที ่3   พลาสมิด pTF6 ที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI 
  ชองที ่4   ชัตเทิลเวกเตอรที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม PstI 
  ชองที ่5   ชัตเทิลเวกเตอรที่ตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม EcoRI 
 
 เม่ือไดชัตเทิลเวกเตอรที่ตองการแลว ทําการตรวจสอบทศิทางของพลาสมิด โดยการตัด
ดวยเรสทริกชนัเอนไซม BamHI และ PstI จากรูปที่ 4.1.2 พบวาเมื่อตัดดวยเอนไซมดังกลาวแลว
จะไดชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 5 และ 3 กิโลเบส (ชองที่2-5) จากชิน้ดีเอ็นเอที่ปรากฏนี้ทาํให
สามารถทราบทิศทางการเชือ่มกันของพลาสมิดทัง้สองชิ้นไดดังรูปที่ 4.1.3   
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กิโลเบส 

3.0 
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10.0 

1.5 
2.0 

1.0 
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                              1    2    3    4    5 
          
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.1.2 ภาพอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิสของ pGEMTF ที่ถูกตัดดวย      
      เรสตรกิชันเอนไซม BamHI และ PstI 
  
 ชองที ่1   1 kb DNA ladder 
 ชองที ่2-5 ชัตเทิลเวกเตอร pGEMTF1-4 จากทรานสฟอรแมนต 1,2,3 และ 4  
   ตามลําดับ ที่ถกูตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI และ PstI 

 
                                                  
รูปที่ 4.1.3 แผนที่แสดงทศิทางการเชือ่มตอกันของ pGEM-7Zf(+) และ pTF6 ในชัตเทลิ
เวกเตอรทีส่รางได 
 
 
  

Bam HI 

pGEM-7Zf(+) (3Kb) pTF6 (5Kb) 
bgaB promoter  (107bp) 

Eco RI 

Eco RI 

Pst I 

Eco RI 

1.5

5.0  

กิโลเบส 

3.0  
4.0  

6.0  

2.0  

1.0  

8.0  
10.0  



 41 

4.2 การเพิ่มจํานวนสวนประมวลรหสัเดกซแทรนเนสของ  Arthrobacter sp. สายพันธุ   
AG-2 โดยปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอเรส 

  
 เพิ่มจํานวนสวนประมวลรหสัเดกซแทรนเนสโดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ไพรเมอรที่
ใชใน ปฏิกิริยาคือ BUN+F และ BUN+R (ตารางที ่3.2) ซึ่งออกแบบใหครอบคลุมต้ังแตลําดับ 
Shine-Dalgarno จนถงึ Terminator ของยีนเดกซแทรนเนสที่ไดจาก Arthrobacter sp. สายพันธุ   
AG-2 (ภาคผนวก ค.) อีกทัง้ยังออกแบบใหปลายของคูไพรเมอรนัน้มีตาํแหนงสําหรับเอนไซมตัด
จําเพาะ Alw21I และใช KOD เปนเอนไซมพอลิเมอเรส พบวาไดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาด 2079 
คูเบสตามความตองการ  ผลของการเพิ่มจํานวนยีนนั้นแสดงไวในรูปที ่ 4.2  
 
 
             1       2       

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.2  ภาพอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอ
    เรส 
  
 ชองที ่1  1 kb DNA ladder 
 ชองที ่2  ผลิตภัณฑ PCR ที่ได 
 
 
 
 
 
 
 
 

10.0 
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2.0 

กิโลเบส 
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2079 คูเบส 
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4.3 โคลนผลติภัณฑ PCR ที่ไดเขาใน pGEM-7Zf(+) 
 
 โคลนผลิตภัณฑ PCR จากการทดลองที่ 4.2 เขาใน pGEM-7Zf(+) โดยตัดพลาสมิดดวย
เรสทริกชันเอนไซม SmaI  เชื่อมพลาสมิดที่ตัดแลวกับผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส
โดยใชทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส จากนั้นทรานสฟอรมเขาใน E. coli DH5αและคัดเลือกทรานสฟอร 
แมนตที่ไดโดยการใช blue-white colony selection โดยที่ขนาดพลาสมิดที่ตองการคือประมาณ 5 
กิโลเบส ตรวจสอบพลาสมดิที่ไดโดยการตัดพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI ไดชิ้นดีเอน็
เอสองชิ้นซึง่จะมีชิ้นดีเอ็นเอขนาดแตกตางกนัขึ้นอยูกับทิศทางการเชือ่มของดีเอ็นเอ โดยจะมีขนาด
ประมาณ 3.5 กับ 1.5 กโิลเบสและขนาดประมาณ 4.5 กับ 0.5 กโิลเบสตามลําดับ  จากการ
ตรวจสอบทรานสฟอรแมนตที่ไดนั้นพบขนาดและทิศทางทีถู่กตองเพียงรูปแบบเดียว คือ ขนาด

ประมาณ 3.5 กับ 1.5 กิโลเบสตามลําดับ (ชองที ่2, 4, 5, 6, 7, 10, 11, 12)  ตั้งชื่อพลาสมิดที่ไดนี้
วา “pGEMDEX” ดังแสดงในรูป 4.3.1 และแผนที่แสดงลักษณะของ pGEMDEX นั้นแสดงในรูปที่ 
4.3.2  
 
     1    2    3    4     5    6     7   8     9   10  11   12 

    
 
 
รูปที่ 4.3.1 ภาพอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิสของทรานสฟอรแมนตที่ถูกตัดดวย 
     เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI  
 
 ชองที ่1   1 kb DNA ladder 
 ชองที ่2-12 ทรานสฟอรแมนตทีถู่กตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI  
 
 

กิโลเบส 
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รูปที่ 4.3.2  แผนที่แสดงลักษณะของพลาสมิด pGEMDEX 
 
 
4.4 โคลนสวนที่ประมวลรหัสเดกซแทรนเนสเขาในชัตเทิลเวกเตอร 
 
 เนื่องจากเอนไซม Alw21I และ PstI เปนเรสทริกชันเอนไซมที่มีบริเวณปลายยืน่ทีเ่ปนคูสม
กัน จงึทาํการตัดพลาสมิด pGEMDEX ที่ไดจากขอ 4.3 ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Alw21I นําไปทาํอิ
เล็กโทรฟอเรซสิ จากนั้นแยกดีเอ็นเอขนาดประมาณ 2 กิโลเบสออกจากอะกาโรสเจล   จากนัน้
นํามาเชื่อมกับชัตเทิลเวกเตอร pGEMTF ที่ตัดไวกอนดวยเรสทริกชันเอนไซม PstI โดยใชเอนไซม
ทีโฟรดีเอ็นเอไลเกส   จากนั้นทรานสฟอรมเขาใน E. coli DH5α และทําการคัดเลือก           
ทรานสฟอรแมนตที่ไดโดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่มียาปฏิชวีนะแอมพิซิลนิ  ตรวจสอบพลาสมิดที่ได
โดยการตัดพลาสมิดดวยเรสทริกชันเอนไซม BamHI ซึ่งจะไดชิ้นดีเอ็นเอสองชิ้นขนาดประมาณ 5.5 
และ 4.5 กิโลเบสตามลําดบั (ชองที่5) และเมื่อตัดดวย EcoRI แลวไดชิ้นดีเอ็นเอสองชิ้นซึง่จะมี
ขนาดประมาณ 7 และ 3 กโิลเบสตามลําดับ (ชองที่9) ดังแสดงในรูปที่ 4.4.1 และตั้งชื่อพลาสมดินี้
วา “pBUNDEX”  
 จากนั้นทําการตรวจสอบทรานสฟอรแมนตที่ไดวามีสวนของยีนเดกซแทรนเนสและโปรโม

เตอรของยีน bgaB ครบสมบูรณหรือไม โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ไพรเมอรทีใ่ชใน 
ปฏิกิริยาคือ PROBUN+F และ BUN+R (ตารางที่ 3.2) ซึ่งออกแบบใหจําเพาะกับสวนของ โปรโม
เตอร bgaB จาก pTF6 จนถึง Terminator ของยีนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสที่ไดจาก 
Arthrobacter sp. สายพันธุ   AG-2  และใช KOD เปนเอนไซมพอลิเมอเรส พบวาไดผลิตภัณฑ 
PCR ที่มีขนาด 2200 คูเบส  ผลของการเพิ่มจํานวนยีนนั้นแสดงใหเหน็ในรูปที ่ 4.4.2 
 จากผลการทดลองในขอ 4.4 นี ้ พบวา pBUNDEX นั้นมีขนาดและจุดตัดเอนไซมตรง
ตามที่ตองการ และมีสวนของยีนเดกซแทรนเนสรวมทัง้โปรโมเตอร bgaB ครบถวน  ดงันัน้จึงใช 

pGEM-7Zf(+) (3Kb) Dex  (2Kb) 

Bam HI 
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Alw 21I 

3.5Kb 1.5Kb 
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พลาสมิดนี้เปนพลาสมิดที่จะทรานสฟอรมเขาใน Bacillus sp. ในการทดลองขอ 4.5 ตอไป   โดย
ลักษณะของ pBUNDEX นัน้แสดงในรูปที ่4.4.3 
 
 
                                          1     2     3     4      5     6     7    8      9 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.4.1 ภาพอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิสของพลาสมิดที่ไดจากการทรานสฟอรม
      ชิน้สวนผลิตภัณฑ PCR เขาใน pGEMTF แลวตัดดวยเรสทรกิชันเอนไซม    
        BamHI และ EcoRI  
 
 ชองที ่1   1 kb DNA ladder 
 ชองที ่2,6 พลาสมิดจากทรานสฟอรแมนตตัวที่ 1 ซึง่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
   BamHI และ EcoRI ตามลาํดับ 
 ชองที ่3,7   พลาสมิดจากทรานสฟอรแมนตตัวที่ 2 ซึง่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
   BamHI และ EcoRI ตามลาํดับ 
 ชองที ่4,8 พลาสมิดจากทรานสฟอรแมนตตัวที่ 3 ซึง่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ  
   BamHI และ EcoRI ตามลาํดับ 
 ชองที ่5,9 พลาสมิดจากทรานสฟอรแมนตตัวที่ 4 ซึง่ถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
   BamHI และ EcoRI ตามลาํดับ 
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              1      2      3     4      5      
 
 
 
 
 
 
  
 
รูปที่ 4.4.2  ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอ
    เรส 
 
 ชองที ่1  1 kb DNA ladder 
 ชองที ่2  ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดทรานสฟอรแมนต 1 
 ชองที ่3  ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดทรานสฟอรแมนต 2 
 ชองที ่4   ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดทรานสฟอรแมนต 3 
 ชองที ่5  ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดทรานสฟอรแมนต 4  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.4.3 แผนที่แสดงลกัษณะของ pBUNDEX 
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4.5  ทรานสฟอรม pBUNDEX เขาใน Bacillus sp. 
  
 ทรานสฟอรม pBUNDEX ทีไ่ดจากขอ 4.4 เขาในคอมพีเทนทเซลลของ Bacillus subtilis 
สายพนัธุ MI111, MI111 low protease และ MI113  โดยวธิีอิเล็กโทรพอเรชัน คัดเลือก        
ทรานสฟอรแมนตโดยนํามาสกัดพลาสมดิเปรียบเทียบขนาดกับ pBUNDEX ทีส่กัดจาก E.coli 
DH5α พบวาขนาดของทรานสฟอรแมนตที่พบใน Bacillus sp. ทั้งสามสายพันธุนัน้มีขนาดเทากัน
และพบวามีขนาดเล็กกวา pBUNDEX ดังแสดงในรูปที ่ 4.5.1  และเมื่อทําการตัดดวยเรสทริกชนั
เอนไซม BamHI จะไดชิ้นดีเอ็นเอขนาดประมาณ 6 กโิลเบสเพียงชิน้เดียว ดงัแสดงในรูปที ่ 4.5.2  
จากนั้นไดใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพื่อตรวจสอบวาในทรานสฟอรแมนตที่ไดนัน้ยังคงมยีีน

เดกซแทนเนสอยูหรือไม โดยใชไพรเมอร PROBUN+F และ BUN+R พบวาไมสามารถเพิม่จํานวน
ชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายขนาด 2200 คูเบส ได ดังแสดงในรูปที่ 4.5.3  
 
    1       2     3     4     5     6      7    8      9    10   11   12   13   14 

               
    
 
รูปที่ 4.5.1 ภาพอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิสของทรานสฟอรแมนตจาก Bacillus sp. 
 
 ชองที ่ 1    1 kb DNA ladder 
 ชองที ่ 2  pBUNDEX ทีส่กัดจาก E.coli DH5� 
 ชองที ่ 3-6 พลาสมิดที่สกดัจาก Bacillus subtilis MI111 low protease 
 ชองที ่ 7-10 พลาสมิดที่สกดัจาก Bacillus subtilis MI111 
 ชองที ่11-14 พลาสมิดที่สกดัจาก Bacillus subtilis MI113 
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                1      2     3   4      5     6     7     8    9    10   11 
 
 
 
  
 
 
 
รูปที่ 4.5.2 ภาพอะกาโรสเจลอิเลก็โทรโฟเรซิสของทรานสฟอรมแมนทที่ถูกตดัดวย 
     เอนไซมตัดจําเพาะ BamHI  
 
 ชองที ่1   1 kb DNA ladder 
 ชองที ่2  pBUNDEX ทีถู่กตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI 
 ชองที ่3-7 ทรานสฟอรมแมนทจาก Bacillus subtilis MI111 low protease ที่ตัด
   ดวยเอนไซมตดัจําเพาะ BamHI  
 ชองที ่8-12 ทรานสฟอรมแมนทจาก Bacillus subtilis MI111 ที่ตัด  
   ดวยเอนไซมตดัจําเพาะ BamHI  
 ชองที ่13-17 ทรานสฟอรมแมนทจาก Bacillus subtilis MI113 ที่ตัด  
   ดวยเอนไซมตดัจําเพาะ BamHI  
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            1      2      3      4    5     6 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.5.3  ภาพอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟเรซิสของผลิตภัณฑจากปฏิกิรยิาลูกโซพอลิเมอ
    เรส 
 
 ชองที ่1  1 kb DNA ladder 
 ชองที ่2  ผลิตภัณฑ PCR จาก pBUNDEX 
 ชองที ่3  ผลิตภัณฑ PCR จากพลาสมดิใน Bacillus subtilis MI111 low  
   protease 
 ชองที ่4  ผลิตภัณฑ PCR จากพลาสมดิใน Bacillus subtilis MI111  
 ชองที ่5   ผลิตภัณฑ PCR จากพลาสมดิใน Bacillus subtilis MI113 
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บทที่ 5 
 

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
  

เดกซแทรนเนสเปนเอนไซมที่ชวยยับยัง้การผลิตเดกซแทรนและสามารถยอยพนัธะ

แอลฟา-1,6 ของเดกซแทรน จึงชวยลดการเกาะติดของเซลลแบคทีเรียตอผิวฟนและใชในการ

ปองกนัฟนผุได (Fitzgerald และคณะ, 1968) มีจุลินทรียหลายชนิดที่สามารถผลติเดกซแทรนเนส
ได เชน Streptococcus salivarius สายพนัธุ PC-1 (Lawman และ Bleiweis, 1991), Penicillium 

notatum (Pleszczynska และคณะ, 1997), Sporothrix schenckii สายพนัธุ IT-29 (Arnold และ
คณะ, 1998), Fusarium sp. (Shimizu และคณะ, 1998), Arthrobacter globiformis สายพนัธุ T-
3044 (Oguma และคณะ, 1999) และ Paenibacillus sp. (Finnegan และคณะ, 2005)  
โดยเฉพาะราสามารถผลิตเดกซแทรนเนสไดในระดับสูง อยางไรกต็ามการเตรียมเดกซแทรนเนส 
จากราสวนมากจะมีสวนของผนงัเซลลซึง่กอใหเกิดการแพและราบางชนิดยังสรางแอฟลาทอกซนิ 
ออกมาในภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเชนกนั (Leach, 1969) ดังนัน้จึงนิยมใหแบคทีเรีย
ในการผลิตเดกซแทรนเนสเพื่อหลีกเลี่ยงปญหาดังกลาว แตกย็ังมขีอจํากัดในเรือ่งระดับการผลิต

เดกซแทรนเนส  
ณฐินี สุวรรณสิงห (2540) ไดแยกแบคทีเรียสายพนัธุ AG-2 ที่สามารถผลิตเดกซแทรน    

เนสจากดินในจังหวัดนนทบรีุ ซึ่งมีแอคติวติีเดกซแทรนเนส 4.08 หนวยตอมิลลิลิตร ซึ่งแบคทีเรีย
สายพนัธุ AG-2 นี้ไดถูกจัดจําแนกเปน Arthrobacter sp.สายพันธุ AG-2 จากการศึกษาสมบัตทิาง
ชีวเคมีและวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S ribosomal RNA โดย Chareonpornwattana 
และคณะ (2001)  ในป 2543 สุหัทยา จิระนันทพิร ไดทําการปรับปรุงสายพันธุแบคทีเรียที่ผลิต
เดกซเเทรนเนส Arthrobacter sp. สายพนัธุ AG-2 โดยใชหลักการกลายพันธุดวยรังสี

อัลตราไวโอเลตและ N-methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine (NTG) พบวาสามารถผลิตเดกซ

แทรนเนสเพิ่มข้ึน 2.5 เทา และมีแอคติวิตีเทากับ 6.276 หนวยตอมิลลิลิตร ตอมาไดมีการศึกษา
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp.สายพนัธุ AG-2 โดย สุทธิรักษ   
ตั้งจิตพินจิการ (2546) พบวายนีมีขนาด 1,899 คูเบส ประกอบดวยกรดอะมิโน 633 หมู ขนาด
ประมาณ 70.3 กิโลดัลตัน และพบบริเวณจับเกาะของไรโบโซมและ inverted repeat เพื่อเพิม่
ระดับการผลิตเดกซแทรนเนสจึงไดสรางเวกเตอรการแสดงออก (expression vector) สําหรับเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการผลิตเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp.สายพนัธุ AG-2 และศึกษาการ
แสดงออกใน Bacillus subtilis   
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Bacillus sp.นั้น เปนเซลลเจาบานที่มีขอไดเปรียบกวาแบคทีเรียสายพันธุอ่ืนๆ เนือ่งจาก 
Bacillus sp. สามารถผลิตโปรตีนหรือเอนไซมตางๆ ซึง่หลั่งออกมานอกเซลล ทําใหงายตอการทาํ
ใหบริสุทธิ์และนําไปใช  (Priest, 1977)   อยางไรก็ตามการโคลนยีนเดกซแทรนเนสลงใน Bacillus 
sp. นั้นสามารถทําไดยากเนื่องจากลักษณะของผนงัเซลล  เพื่อใหการโคลนยนีเขาสู Bacillus sp. 
ทําไดงายขึ้น จงึสรางชัตเทิลเวกเตอร pGEMTF จากการเชื่อม pGEM-7Zf(+) เขากับ pTF6 
(ภาคผนวก ค.) ชัตเทิลเวกเตอรที่ไดนี้มีขนาด 8 กิโลเบส สามารถถายแบบไดทัง้ใน E.coli และ 
Bacillus sp. สามารถตานทานยาปฏิชีวนะแอมพซิิลิน, กานามัยซิน และ คลอแรมเฟนิคอล มีแผน
ที่จุดตัดเอนไซมดังรูปที่ 5.1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 5.1  ภาพแสดงลักษณะของชัตเทลิเวกเตอร pBUNDEX 
 

โปรโมเตอร bgaB  นั้นเปนโปรโมเตอรที่ควบคุมการแสดงออกของยนี β-galactosidase I 
จาก Bacillus stearothermophilus IAM11001 เปนโปรโมเตอรที่สามารถทาํใหเกดิการแสดงออก
เกินได และยังสามารถเเสดงออกไดดีใน Bacillus subtilis อีกดวย (Hirata และคณะ, 1985) โดย 
Hirata และคณะ  ไดโคลนชิ้นดีเอ็นเอบริเวณเหนือโคดอนเริ่มถอดรหสัของยีน β-galactosidase I 
ลงใน pPL703  ซึ่งเปน promoter cloning vector ที่มยีีนคลอแรมเฟนิคอลอะเซทิลทรานสเฟอเรส 
(CAT86) เปนยนีรายงาน (reporter gene)  (Duvall และคณะ, 1983; Monkolsuk และคณะ, 
1984)   จากผลการทดลองแสดงพบวาพลาสมิด pTF6 นั้นมชีิ้นโปรโมเตอร bgaB  และมีแอคติวิตี
ของ CAT86 นอกจากนี้ pTF6 ยังสามารถทาํใหเกิดการแสดงออกของยีนอืน่นอกเหนือจาก β-
galactosidase I ไดอีกดวย     ในป 2000 มีการศึกษาการแสดงออกของยีน penicillin G acylase  
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(pac)  จาก Bacillus megaterium สายพนัธุ UN-1 ใน Bm-UNcat และ Bacillus subtilis โดยใช 
pTF6 พบวามกีารแสดงออกของ pac เพิ่มข้ึน 20 เทา  (Panbangred และคณะ, 2000) 
 จากนั้นนําสวนที่ประมวลรหัสเดกซแทรนเนสทีเ่พิ่มจํานวนโดยใชปฏิกริิยาลูกโซพอลเิมอ

เรสที่ไดจาก Arthrobacter sp. สายพนัธุ   AG-2  ซึ่งมีผลิตภัณฑ PCR ขนาด 2079 คูเบส โคลน
เขาใน pGEMTF โดยใช E.coli DH5α เปนเซลลเจาบาน ไดรีคอมบิแนนทพลาสมดิขนาด 10 กิโล
เบส ตั้งชื่อวา pBUNDEX  โดยที่ในสวนประมวลรหัสเดกซแทรนเนสนีม้ีสวนเพพไทดสัญญาณของ
ยีนเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพันธุ   AG-2 เพื่อทําใหเกิดการหลัง่เดกซแทรนเนส 
ออกมานอกเซลลในการแสดงออกของเดกซแทรนเนสใน Bacillus subtilis  เนื่องจากเพพไทด
สัญญาณของแบคทีเรียกรัมบวกนั้นมีลกัษณะที่คลายคลงึกนั (Edman และคณะ, 1999) และจาก
การศึกษาพบวาเมื่อใช B.subtilis  ซึ่งเปนแบคทีเรียกรมับวก และ E. coli ซึ่งเปนแบคทีเรียกรัมลบ
เปนเจาบานในการศึกษาการแสดงออกของยีนเพนิซิลนิจีอะไซเลส จาก Arthrobacter viscosus 
โดยใชเพพไทดสัญญาณจากยีนใน Arthrobacter viscosus เองนั้น พบแอคติวิตีของเอนไซมเพนิซิ
ลินจีอะคิเลสในสวนเพอรพิลาซึมของ E. coli และในน้ําเลี้ยงเชื้อของ B.subtilis โดยใน B.subtilis 
นั้นมีแอคติวิตขีองเอนไซมสงูขึ้น 7.5 เทา ในขณะที ่ E. coli นั้นมีแอคติวิตเีพียงเลก็นอย (Ohashi 
และคณะ, 1989)  
 เมื่อทรานสฟอรม pBUNDEX ลงใน Bacillus subtilis สายพันธุ MI111, MI111 low 
protease และ MI113 โดยวิธีอิเลก็โทรพอเรชัน  พบวาเกิดการขาดหายไปของดีเอ็นเอบางสวน 
(deletion formation) ทาํใหขนาดของพลาสมิดที่สกัดจาก Bacillus subtilis เหลานี้มีขนาดเลก็
กวาพลาสมิดกอนทําการทรานสฟอรม และพบวาชิน้สวนของดีเอ็นเอที่หายไปนัน้อยูในสวนของยนี
เดกซแทรนเนส เนื่องจากทรานสฟอรแมนตที่ไดจาก Bacillus sp. ไมสามารถตรวจพบยนีเดกซ
แทรนเนสโดยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเมือ่ใช PROBUN+F และ BUN+R เปนไพรเมอร  
 การที่ดีเอ็นเอไดถูกตัดหายไปบางสวนนั้นคาดวาเกิดจากกระบวนการตัดออก (deletion) 
ซึ่งมีรายงานวา พบการเกดิการตัดออกบอยครั้งใน Bacillus sp. และพบในพลาสมิดดีเอน็เอ

มากกวาโครโมโซมัลดีเอ็นเอ (Janniere และ Ehrlich, 1987) และการเกิดการตัดออกนั้นสามารถ
พบไดใน     ไคเมอริคพลาสมิด (chimeric plasmid)  ที่สามารถถายแบบ ไดทั้งใน E.coli และ 
B.subtilis (Ehrlich และคณะ, 1981; Kreft และ Hughes, 1981)      การเกิดการตัดออกขึ้นเอง
เกี่ยวของกับกระบวนการถายแบบของพลาสมิดดีเอ็นเอ ซึ่งอาจเกดิจาก ความผิดพลาดของ

เอนไซมหรือโปรตีนที่เกีย่วของกับจําลองตวัของพลาสมดิดีเอ็นเอ เชน โทโพไอโซเมอเรส I  
(Henningfeld และ Hecht, 1995; Meima และคณะ, 1998), เฮลิเคส (Meima และคณะ, 1997)  
หรือโปรตีน Rep (Gruss และ Ehrlich, 1989), เกิดจากลําดับฮอมอโลกสั (homologous 
sequence) เชน  direct repeat sequences หรือ DRs, invert repeat sequences หรือ IRs และ 
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การเกิดทรานโพซอน (Brunier และคณะ, 1988; Peijnenburg และคณะ, 1988; Peeter และคณะ 
1988; Ehrlich และคณะ, 1993; Janniere และคณะ, 1993)  
 การจัดเรียงตวัใหมของดีเอ็นเอ (DNA rearrangement) เชน การเกิดการถอดแบบ, การ
ตัดออก, การยายตําแหนงและการสอดแทรก นัน้มีความสําคัญในแงของวิวฒันาการ  และสามารถ
เกิดไดจาก 2 ลักษณะ คือ  legitimate replication ระหวางลําดับฮอมอโลกัสที่มีขนาดยาว (long 
homologous sequence)  หรือ รีคอมบิเนชันที่เจาะจงตําแหนง เชน ทรานสโพซอน  อีกลักษณะ
คือ illegitimate recombination ซึ่งเกิดขึ้นจากลาํดับเบสที่มีความเหมือนกันนอยจนถงึไมเหมือน
เลย (little or no homology)  การเกิด illegitimate recombination นีพ้บไดในทกุสิ่งมีชวีิตและ
สามารถพบไดบอยกวาการเกิด legitimate recombination (Ehrlich และคณะ, 1993)  

กลไกของ illegitimate recombination เกิดได 2 รูปแบบ ดังนี ้ คือ Copy-choice 
recombination และ Breakage and reunion recombination กลไกแบบแรกนั้นเกิดการ
สับเปลี่ยนในขั้นตอนการจําลองตัวของดีเอ็นเอไปเปนดีเอ็นเอสายเดี่ยว (ssDNA) โดยลําดับซ้ํา

หายไปหนึง่ขางหรือลําดับนิวคลีโอไทดระหวางลําดับซ้ํานัน้หายไป เมื่อเกิดการจําลองตัวรอบตอไป 
สวนที่หายไปอาจคืนสภาพกลับมาหรือทาํใหเกิดเปนลปู และถูกตัดทิ้งไป (slipped mispairing) 
(Peijnenburg และคณะ, 1988)  กลไกแบบที่สองเกิดจากการขาดในสายดีเอ็นเอสายคู (dsDNA) 
ระหวางลาํดับนิวคลีโอไทดทีซ่้ํากนัและเกิด exonucleolytic resection และซอมแซมดีเอ็นเอสวนที่
ขาดใหกลับมาเชื่อมตอกนั (Brunier และคณะ, 1988) ซึ่งแสดงในรูปที่5.2  
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รูปที่ 5.2 การเกิด illegitimate recombination  A แสดง Copy-choice และ B และ Breakage 
and reunion recombination (Brunier และคณะ, 1988) 
 
  
 กระบวนการเกิด illegitimate recombination ดังทีก่ลาวมาขางตนนี ้ อาจเกิดไดจาก

เอนไซมที่ควบคุมการถายแบบ เชน โทโพไอโซเมอเรสซึ่งมีความเกีย่วเนื่องกับการแทรนซชิัน          
(transition) ของดีเอ็นเอ  โดยการเกิด illegitimate recombination จากเอนไซมนี้จะเกิดเมื่อเกดิ 
รอยตัดขึ้นในพลาสมิดดีเอน็เอเพื่อเร่ิมการจําลองตัว แลวมกีารยอยสายดีเอ็นเอทางปลาย 3’OH 
เกิดขึ้นโดยเอนไซม 3’-5’ exonuclease  ทําใหเกิดชองวาง  และโทโพไอโซเมอเรสจะทาํการเชือ่ม 
gap นี้เขาดวยกันทําใหเกิด ssDNA loop ขึ้น ซึ่ง loop นี้จะถกูกาํจัดโดยเอนโดนิวคลีเอสทําใหได 
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พลาสมิดที่มีขนาดเล็กลง หรือ อาจเกิด bypass replication ซึ่งจะทําใหไดพลาสมิดสองแบบ 
(Meima และคณะ, 1998) ดังแสดงในรูปที่ 5.3  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 5.3  การเกิดการตัดออกไปของพลาสมิดซ่ึงมีผลมาจากโทโพไอโซเมอเรสใน Bacillus 
subtilis (Meima และคณะ, 1998) 
 
 สําหรับในการทดลองนี้คาดวาม ี illegitimate recombination เกิดขึ้น  โดยมีการสราง 
loop ขึ้นระหวางการถายแบบแบบพลาสมดิ pBUNDEX ใน Bacillus subtilis และลูปที่ถูกตัดทิ้ง
ไปนั้นมีขนาดประมาณ 4 กโิลเบส และดีเอ็นเอชวงทีถู่กตัดไปนั้นเปนดีเอ็นเอซึ่งอยูในชวงลําดับนวิ 
คลีโอไทดที่ประมวลรหัสเดกซแทรนเนส  สงผลใหขนาดพลาสมิดที่สกดัไดจาก Bacillus subtilis 
ทั้งสามสายพนัธุ มีขนาดเลก็กวา pBUNDEX และไมมีแอคติวิตีของเดกซแทรนเนส 
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ภาคผนวก ก 
 

สูตรและวิธีการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Luria-Bertani (LB broth) 
 

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

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

เตรียมอาหารดวยวิธเีดียวกบัอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB  แตละลายวุน 15 กรัมตออาหาร 1 
ลิตร  เพิม่ลงไป    จากนัน้นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  
เปนเวลา 20 นาท ี

 
3. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 2YT (2YT broth) 
 

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

 ละลายสารสามชนิดในน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มล.  ปรับคาความเปนกรด-ดางดวย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1 นอรมัล  เปน 7.5  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดนัไอ 
15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
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4. อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi (ณฐินี สุวรรณสงิห, 2540) 
  
 เดกซแทรน (ความบริสทุธิ์ระดับอุตสาหกรรม)    5.0    กรัม 
 พอลิเปปโตน (polypeptone)    10.0    กรัม 
 K2HPO4         2.0    กรัม 
 KH2PO4         1.0    กรัม 
 MgSO4৹7H2O        0.1    กรัม 
 ผงสกัดจากยสีต (yeast extract)      0.1    กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)     30.0    กรัม 
  
 ละลายสารทัง้หมดยกเวนเดกซแทนในน้ํากลั่นปริมาตรประมาณ 500 มล.  ปรับคาความ
เปนกรด-ดางใหเปน 7.5  จากนัน้ใสเดกซแทรนแลวนาํไปละลายโดยการอุนดวยความรอนและ
ปรับปริมาตรสารละลายใหเปน 1,000 มล.  นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  
อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
5.  อาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง Yamaguchi (ณฐนิี สวุรรณสิงห, 2540) 
 
 เตรียมอาหารดวยวิธเีดียวกบัอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Yamaguchi แตละลายวุน 15 กรัมตอ
อาหาร 1 ลิตร เพิ่มลงไป   จากนัน้นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูม ิ
121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
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ภาคผนวก ข 
 

สารเคมีและอุปกรณที่ใชในการทดลอง 
 
1. กลีเซอรอล 
 

นํากลเีซอรอลมานึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปน
เวลา 20 นาท ี ตั้งทิง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง  แลวนึง่ฆาเชื้อซํ้าอีกรอบหนึง่ 

 
2. สารปฏิชวีนะ 
 
 แอมพิซิลลินความเขมขน 100 มิลลิกรัม/น้ํา 1 มิลลิลิตร ทําใหปลอดเชื้อโดยการกรอง
สารละลายผานชุดกรองสาํเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร  เก็บรักษา
ไวในหลอดไมโครฟวจที่อุณหภูมิ -20 Oซ  เมื่อนํามาใชแลวเก็บที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ไดนาน 1 เดือน 
 กานามยัซินความเขมขน 10 มิลลิกรัม/น้าํ 1 มิลลิลิตร ทาํใหปลอดเชื้อโดยการกรอง
สารละลายผานชุดกรองสาํเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเตทขนาดรูกวาง 0.45 ไมโครเมตร  เก็บรักษา
ไวในหลอดไมโครฟวจที่อุณหภูมิ -20 Oซ  เมื่อนํามาใชแลวเก็บที่อุณหภูมิ 4 Oซ  ไดนาน 1 เดือน 
 
 
3. ชุดสกัดพลาสมิดปริมาณนอย QIAprep Spin Miniprep Kit 
 

ประกอบดวย 
 Buffer P1 
 Buffer P2 
 Buffer N3 
 Buffer PB 
 Buffer PE 
 RNase A 
 Collection tube 
 QIAprep Spin colum 
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กอนใชชุดสกดัพลาสมิดครั้งแรกใหเติม RNase A ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  ลงใน Buffer 
P1 และเก็บรักษาไวที่อุณหภมูิ 4 Oซ  และเติมเอธานอลปริมาตร 24 มิลลิลิตรลงใน Buffer PE 

 
 

4. ชุดสกัดดีเอ็นเอออกจากอะกาโรสเจล QIAquick Gel Extraction Kit 
 

ประกอบดวย 
 Buffer QG 
 Buffer PE 
 QIAquick column 
 
กอนใชชุดสกดัดีเอ็นเอใหเตมิเอธานอลปริมาตร 24 มิลลิลิตรลงใน Buffer PE 
 

5. สารละลาย 10%SDS 
 

ชั่ง sodium dodecyl sulfate น้ําหนัก 10 กรัม  คอยๆ ละลายในน้าํปลอดประจุที่อุณหภูมิ 
60 Oซ  ปริมาตร 80 มิลลิลิตร    เมื่อละลายหมดเติมน้าํปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาที 
(หลังจากนึ่งฆาเชื้อครั้งแรกแลวจะไมสามารถนําไปนึ่งฆาเชื้อซํ้าไดอีกเพราะสารละลาย SDS จะ
เสียสภาพ) 

 
6. สารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร  ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 
 

Trismabase (C4H11NO3)    121.1   กรัม 
กรดไฮโดรคลอริกเขมขน     42        มิลลิลิตร 
 

 ละลาย Trismabase ในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร  จากนั้นเติมกรดไฮโดร
คลอริกเขมขน  คนใหเขากันรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-เบสดวยกรดไฮโดรคลอริก
เขมขนใหเปน 8.0  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  นาํไปนึ่งฆาเชื้อดวยความ
ดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
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7. สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 
 

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

 ละลาย EDTA ในน้าํปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร จากนัน้เติมเกล็ดโซเดียมไฮดรอก
ไซด    คนใหเขากนัรอใหเย็นลงแลวจึงปรับคาความเปนกรด-เบสดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขนให
เปน 8.0  เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอ     ตารางนิ้ว  อุณหภูมิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
 
 
8. บัฟเฟอร TE  ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 
 

Tris-HCl      10.0    มิลลิโมลาร 
EDTA         1.0    มิลลิโมลาร 
 

 ผสมสารละลาย Tris-HCl เขมขน 1.0 โมลาร ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร  เขากับสารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมูิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
9. บัฟเฟอร 50X Tris-acetate (TAE) 
 

Tris base      242    กรัม 
กรดอะซีติกเขมขน     57.1   มิลลิลิตร 
สารละลาย EDTA เขมขน 0.5 โมลาร  pH 8.0           100       มิลลิลิตร 
 

 ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ําปลอดประจุปริมาตร 800 มิลลิลิตร แลวเติมน้าํปลอดประจุ
จนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมูิ 
121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
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10. สารละลายฟนอล (phenol) อ่ิมตัว 
 

นําฟนอลในรูปเกล็ดของแข็งมาหลอมเหลวในน้ําอุนที่ 68 Oซ    จากนั้นเติมผง Hydroxy 
quinoline  .ใหไดความเขมขนสุดทายเปน 0.1%   แลวเติม Tris-HCl เขมขน 0.5 โมลาร  ความ
เปนกรด-เบสเปน 8.0  ใช magnetic stirrer คอยๆคนเปนเวลาประมาณ 15 นาที  ดดูน้ําใสสวนบน
ทิ้ง    เติม Tris-HCl เขมขน 0.1 โมลาร  ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 ลงไปอีกครั้ง  คอยๆคนเปน
เวลาประมาณ 15 นาที  แลวดูดน้ําใสสวนบนทิ้ง  ทาํเชนนี้ตอไปเร่ือยๆจนกระทั่งไดสารละลายที่
ความเปนกรด-เบสมากกวา 7.8 (ใช pH paper วัด)    สุดทายเตมิ Tris-HCl เขมขน 0.1 โมลาร  
ความเปนกรด-เบสเปน 8.0 ที่ผสม β-mercaptoethanol ปริมาตร 0.1 เทาของสารละลายที่ได   
เก็บที่อุณหภูม ิ4 Oซ  ในขวดสีชาที่ปดฝาแนนไดประมาณ 1 เดือน 

 
11. สารละลายฟนอล/คลอโรฟอรม 
 

ผสมสารละลายฟนอลอิ่มตัวดวย Tris-HCl เขากับคลอโรฟอรม ในอัตราสวน ฟนอล : 
คลอโรฟอรม 1 : 1 (ปริมาตรตอปริมาตรตอปริมาตร)  ผสมใหเขากนั  เก็บไวในขวดสีชาที่อุณหภูม ิ
4 Oซ 

 
12. สารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิลแอลกอฮอล 
 

ผสมคลอโรฟอรมและไอโซเอมิลแอลกอฮอลเขาดวยกนัในอัตราสวน 24 : 1 (ปริมาตรตอ
ปริมาตร)  เก็บไวที่อุณหภูม ิ4 Oซ 

 
13. สารละลายสาํหรับการสกดัพลาสมิด 
 
สารละลาย I  
  กลูโคส        50    มิลลิโมลาร 
  สารละลาย Tris-HCl  ความเปนกรด-เบสเปน 8.0  25    มิลลิโมลาร 
  สารละลาย EDTA ความเปนกรด-เบสเปน 8.0  10    มิลลิโมลาร 
  
 ผสมสวนผสมทั้งหมดเขาดวยกันแลวเติมน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร  
นําไปนึง่ฆาเชือ้ดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิว้  อุณหภูม ิ121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
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สารละลาย II 
 ผสมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด เขมขน 10 นอรมัล ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร  เขากับน้ํา
ปลอดประจุปลอดเชื้อปริมาตร 8.8 มิลลิลิตร  แลวเติมสารละลาย 10%SDS ปริมาตร 1.0 
มิลลิลิตรเตรียมใหมกอนใชทุกครั้ง 
 
สารละลาย III 
 ผสมสารละลายโพแทสเซียมอะซีเตทเขมขน 5.0 โมลาร ปริมาตร 50 มิลลิลิตร กับกรดอะ
ซีติกเขมขนปริมาตร 11.50 มิลลิลิตร  นึ่งฆาเชื้อดวยความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมูิ 
121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี
 
 
14. สารละลายเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE 
 

ละลายผงเอธิเดียมโบรไมดในบัฟเฟอร TAE ใหมคีวามเขมขนสดุทายเทากับ 10 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร    เกบ็ในภาชนะทีป่ดสนิทในที่มดื 

 
15. สารละลายโซเดียมอะซีเตต เขมขน 3 โมลาร  ความเปนกรด-เบสเทากับ 5.2 
 

ละลายโซเดียมอะซีเตท น้าํหนกั 204 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรประมาณ 400 
มิลลิลิตร  นาํไปปรับคาความเปนกรด-เบสใหเปน 5.2  ดวยกรดอะซีติกปริมาตรประมาณ 57 
มิลลิลิตร  เติมน้ําปลอดประจุใหไดปริมาตรครบ 500 มิลลิลิตร  นําไปนึง่ฆาเชื้อดวยความดนัไอ 15 
ปอนดตอตารางนิ้ว  อุณหภมูิ 121 Oซ  เปนเวลา 20 นาท ี

 
16. สารละลาย RNase A เขมขน 10 มิลลิกรัมตอมลิลิลิตร 
 

ละลายผง RNase A น้ําหนกั 10 มิลลิกรัม ในน้าํปลอดประจุปลอดเชื้อใหครบปริมาตร 1 
มิลลิลิตร    เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ 
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17. สารละลาย X-gal ความเขมขน 50 มลิลกิรัมตอมลิลลิิตร 
 

ละลายผง X-gal น้าํหนัก 500 มิลลิกรัม ในสารละลาย dimethylformamide ใหครบ
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร    เก็บที่อุณหภูมิ -20 Oซ  ในหลอดปดสนิทและมืด 

 
18. สารละลาย IPTG ความเขมขน 0.1 โมลาร 
 

ละลายผง IPTG น้ําหนัก 0.2 กรัม ในน้ําปลอดประจุใหครบปริมาตร 10 มิลลิลิตร  กรอง
ผานหัวกรองฆาเชื้อ   เก็บทีอุ่ณหภูมิ -20 Oซ 

 
19. สารละลาย HEPES บัฟเฟอร ความเขมขน 1.0 มิลลิโมลาร  ความเปนกรด-เบส

เทากับ 7.0   
   

 ละลายผง HEPES น้ําหนัก 0.026 กรัม ในน้าํปลอดประจุใหไดปริมาณ 70 มิลลิลติร ปรับ
คาความเปนกรด-เบสเปน 7.0   เติมน้ําปลอดประจุจนเปนปริมาตร 100 มิลลิลิตร กรองผานหัว
กรองฆาเชื้อ   เก็บที่อุณหภูม ิ 4Oซ 
   
20. สารละลาย PM 
 
   แมนนทิอล   1.822 กรัม 
   PEG 6000   10 กรัม 
 

 ละลายในน้าํปลอดประจุใหครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร กรองผานหัวกรองฆาเชือ้   เก็บที่
อุณหภูมิ  4Oซ 
 
21. สารละลายเดกซแทรน ท ี2000 ความเขมขน 0.625% 
 
  ละลายเดกซแทรน ที 2000 จํานวน 0.625 กรัม ในฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.05  
โมลาร และปรบัปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 
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22.  สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.05 โมลาร ความเปนกรด-เบสเทากับ 
 7.0 

 
  KH2PO4   2.7 กรัม 
  K2HPO4   5.25 กรัม 
 

 ละลายในน้าํกลั่นปริมาตร 800 มิลลิลิตร ปรับคาความเปนกรด-เบสดวยโซเดยีมไฮดรอก
ไซดใหเปน 7.0  เติมน้ํากลัน่จนเปนปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร   
 
23. สารละลายอัลคาไลน คอปเปอร (Alkaline Copper reagent) 
 
 ละลายโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 71 กรัม และโซเดยีมโปแทสเซยีมทารเทรต 40 กรัม ใน
น้ํากลัน่ 700 มิลลิลิตร เติมโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 1.0 นอรมอล ลงไป 100 มิลลิลิตร 
และเติมสารละลายคอปเปอรซะลเฟตทีม่ีความเขมขน 10% ลงไป 80 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนัและ
ทําใหรอน จากนัน้เติมโซเดยีมซัลเฟต 180 กรัม ละลายใหเขากันและปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 
1000 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น เก็บในขวดสีชา ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง 
 
24. สารละลายเนลสัน (Nelson reagent) 
 
 ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดต 53.2 กรัม ในน้าํกลัน่ 900 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริกเขมขน
ลงไป 21 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันแลวเตมิสารละลายโซเดียมอะซิเนตที่มีความเขมขน 12% ลงไป 
50 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 1000 มิลลิลิตรดวยน้ํากลัน่ เก็บในขวดสีชา ตั้งทิง้ไวที่
อุณหภูมิหอง 24 ชั่วโมง ถามีตะกอนใหกรองกอนนําไปใช 
 
25. สารละลายสาํหรับการวิเคราะหปริมาณโปรตนี (Lowry’s method) 
 
 25.1 สารละลาย Lowry A ประกอบดวย 
  โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3)    60.0 กรัม 
  โซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH)    12.0 กรัม 
  โซเดียมโพแทสเซียมทารเทรต    0.6 กรัม 
  น้ํากลัน่       300 มิลลิลิตร 
 25.2 สารละลาย Lowry B ประกอบดวย 
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  คอปเปอรซัลเฟต (CuSO4)    50.0 กรัม 
  น้ํากลัน่       1000 มิลลิลิตร 
 25.3 สารละลาย Lowry C ประกอบดวย 
  Lowry A      50 สวน 
  Lowry B      1 สวน 
 25.4 สารละลาย Lowry D (Phenol reagent) ประกอบดวย 
  สารละลายโฟลิน ฟนอล รีเอเจนต (Folin phenol reagent) 1 สวน 
  น้ํากลัน่       1 สวน 
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ภาคผนวก ค 
 
 
 
1. แผนที่แสดงลักษณะของพลาสมิด pGEM-7Zf(+) 
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2. แผนที่แสดงลักษณะของพลาสมิด pTF6 
 
 

 
 
 
 
 
 
3. ลําดับนิวคลีโอไทดของโปรโมเตอร bgaB ในพลาสมิด pTF6 
 
 

1 GAATTCCCCTATATATTTGGTTGTTTTTAATTAAAAAATATATATTTATTTAGTAAAATA 
 
61    GTTGTTGACAAATACTAAATTTTAACTTAATTTATAATTAAACGAAAATTAGGCTGCAGG 
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4. ลําดับนิวคลีโอไทดของเดกซแทรนเนสจาก Arthrobacter sp. สายพันธุ AG-2   
 
 
                                         SD 
        
1   GGAGCAGTCTCCATGGGCACAACGCCCGATTGACGAGAGGAACTATCATGCCCGGATCAG 
 
61   GGCTGACGCTACTAGCCAAAACCATCACCATCGCCGCAGCCACCGTGCTTGTGGGCAGCG 
  
121   GCGCTGCCATCCCGGCACAGGCCACCGGCAGCACGCCAGCTGACCCGAAGAAAGCCGCCG 
 
181   AAGTCAGCACCGTGGACAACGGCAACCTGCACACCTGGTGGCATGACAACGGGGTCTTCA 
 
241   ACACCGAAGGCCCCACCGGGGACAACGAGGTCCGCCGGTCGTCCTTCTACGACGTCCAGG 
 
301   TTGCGCAGGCAACGCAGCCTGACAAGGCGTACGACGCGTTCACGTACATGAGCATCCCCA 
  
361   GGAGCGGGAAGGGCAAGATCGGCTACACCAAGGAGGACGGCGCCGAGTTCTCCTCCCAGG 
 
421   CGGGCCTGTCCATGAGCTGGGCCAGCTTCGAATATGCCAAGGACGTCTGGGTGGACGTCA 
 
481   ATCTCAAGACCGGCCAGACCATCACATCGGCCGACCAGGTCCAGATCCGGCCCAGCAGCT 
 
541   ACAACTTCGAAAAACAGCTCGTGGACGCGGACACCGTAAAGATCAAGGTGCCATACTCTG 
 
601  ACGCCGGATACCGGTTCTCGGTGGAGTTCGAGCCGCAGCTGTACACGGCGTACAACGACA 
 
661  TGAGCGGCGACAGCGGCAAGCTCACCACCGAAGCCGAGGGCAACCGCGCCATCCACACTG 
 
721  AGCCTCGCAACTCGATGATGATCTTCGCCGAGCCCAAGCTCCGGGGCGAGCAGAAGGAGC 
 
781  GGCTGATTCCCACGGAGGAGTCAGGCAGCATCCACTACCCGGCCGAAGGTGAGGTAACCA 
 
841  ACCTCAACACCGTTACCGAAGACATCATCTACTTCAAGCCCGGCACCTACAGCATGGGCT 
 
901  CGGACTACCATGCCGTCCTGCCGCCCAACGTCAAGTGGGTGTATCTGGCCCCAGGCGCCT 
 
961  ACGTGAAGGGAGCCTTCCGGTTCTTCCACGACAACCAAAGCCAGTACAAGGTCACCGGCT 
 
1021  ATGGCGTCCTCTCCGGCGAGCAATACGTATACGAGGCGGACACGAACAACGATTACAACC 
 
1081  ATCTCAGCGGGGCGTCCAACTGCCACTCATCGTGCGTGAAGATGCTGCAGTTCGCGTCAG 
 
1141  CCGACGCCGAGCAGAAGCTGGACCTGCAGGGCGTCACCATCAATGAACCGCCCTACCACT 
 
1201 CGTTTGTGGTCTACGGGAACGAGCAGACCTTCCACATGAACGTGGAGAACTACAAGCAGG 
  
1261  TGGGCAGCTGGTACTGGCAAACGGACGGCATCGAGCTGTACAAGGGCAGCAGCATGAAGA 
 
1321  ACACGTTCTTCAACTCCAACGACGACGTACTGAAGATGTACCACAGCGACGTCACCATTG 
 
1381  ATAACACCGTGATCTGGAAAAACGAGAACGGACCCGTGGTCCAGTGGGGCTGGACGCCAC 
  
1441  GGAACATCGACAACGTGAACGTCACCAACACCTCGGTCATCCACAACCGGATGTACTGGA 
 
1501  AGGACGTCAAGTACAACACTTGCATCTTCAATTCCTCCTCTCACTGGGAGGACATGGGAT 
 
1561  CCACCATCAAGGCGGACCCCACCACCACGGTCAAGAACATGTCGTTCGAAAACTTCACGG 
 
1621  TTGAGGGCATGGCCAACTGCGCCATCCGCGTCTACGCCCTGTCCAACACCGAGAACATCA 
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1681  ACATCAAGAATCTCAAGATCGATAGCTGGAACGGACTCGACTGGACCTCCCAGGTCAGCC 
 
1741  ATCTCAAGCGCTACACCAACCCCGCCGGTGAAAAGGTGACCATCGGCAACGAGGTTCCTG 
 
1801  CCGGCAACGGCCTTGCCCTGGAGAACTACTCGATAGGCGGCGAAGTAATCGAGAAATCTG 
 
1861  CAGGCAACTGGGCCGACTACCGGCTGGGCCGGCTTGGCTTCGACGGCGAGAACTGGGACA 
 
1921  GCTGGAACGCGTTTAAGTCCACGCCCTAACGGACTGGGTTCCAACAGCGTCTCGGGGGGG 
 
1981  CGGAAAGCCGAACAAAACGGCTGACCGCCCCCTTTGATCTCCGCTCAAGCGTCCCTACGG 
 
2041  AAAGGACCACCATGACCGTCAAGCCCGGCACGGCCAGCCATCTCATTGGCATCGACGTAG 
 
2101  GCGGAACCGGCATCAAAGGCGGCATTGTCAACGTCGCCTCCGGCACCCTTGCTGGACCTT 
 
 
ตัวอักษร ATG แสดงจดุเริ่มตนการถอดรหัส (start codon) ตัวอักษร TAA แสดงรหัส
สิ้นสุดการถอดรหัส (stop codon) ของบริเวณที่เปนกรอบอานรหัสเปด    ลําดับนวิคลีโอ
ไทดที่อยูในกรอบแสดงบริเวณที่เปน Shine-Dalgarno sequence (SD) ลําดับลําดับนวิคลี
โอไทดที่ขีดเสนใต คือบรเิวณที่คาดวาเปน signal peptide   
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นางสาว วรรคพรรณ นาควัชระ เกิดเมื่อวันที่ 3 สงิหาคม พ.ศ.2524 ที่จงัหวัด
กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาปริญญาตรี วทิยาศาสตรบัณฑิต สาขาเทคโนโลยชีีวภาพ คณะ
วิทยาศาสตรและเทคโนโลย ีมหาวิทยาลยัธรรมศาสตร ในปการศึกษา 2544 และเขารับการศึกษา
ตอในระดับปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชวีวทิยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชวีวทิยา คณะ
วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
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