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บทคัดยอ 

ไซยาโนแบคทีเรีย เปนแบคทีเรียท่ีสามารถสังเคราะหดวยแสงภายใตภาวะท่ีมีออกซิเจน จึง

จัดเปนผูผลิตท่ีสําคัญในระบบนิเวศ อีกท้ังสามารถพบไซยาโนแบคทีเรียไดเกือบทุกพ้ืนท่ีไมวาจะเปน บนบก น้ํา

ทะเล น้ําจืด ยิ่งไปกวานั้น ยังพบไดในภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิต เชน ภาวะท่ีความเขมขน

ของเกลือสูง จะทําใหเซลลของสิ่งมีชีวิตเกิดความเครียดจนสามารถตายได แตอยางไรก็ตามไซยาโนแบคทีเรียก็

สามารถอยูรอดไดดวยกลไกการตอบสนองตอความเครียดซ่ึงมีหลายชนิด ไมวาจะเปน เอนไซม สารเมแทบอ

ไลททุติยภูมิ โดยงานวิจัยนี้ศึกษาเอนไซม Glutathione S-transferase (GST) ซ่ึงเปนเอนไซมท่ีมีบทบาทหลัก

ในการลดความเปนพิษภายในเซลล รวมไปถึงการตอบสนองตอภาวะความเครียด จากการสืบคนขอมูลทางชี

วสารสนเทศพบวา ภายในจีโนมของ Halothece sp. PCC7418 มียีนกําหนดรหัส GST ท้ังหมด 4 ยีน ไดแก 

PCC7418_1478, PCC7418_0729, PCC7418_3557 และ PCC7418_0647 โดยในการศึกษาครั้งนี้ไดเลือก

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

ลําดับกรดอะมิโน 186 เรซิดิว มวลโมเลกุลทางทฤษฎีประมาณ 21 กิโลดาลตัน คา pI ทางทฤษฎ ี5.44 สวนยีน 

PCC7418_0729 กําหนดรหัส GST ท่ีมีลําดับกรดอะมิโน 399 เรซิดิว มวลโมเลกุลทางทฤษฎีประมาณ 46 กิโล

ดาลตัน คา pI ทางทฤษฎ ี5.48 ซ่ึงไดนํายีนกําหนดรหัส GST ท้ัง 2 ยีนโคลนเขาเวกเตอรแสดงออก pColdI ซ่ึง

ผลจากการสรางพลาสมิดลูกผสมของยีน PCC7418_1478  พบวามีทรานสฟอรแมนทท่ีสามารถรับพลาสมิ

ดลูกผสมท่ีมียีน PCC7418_1478 แทรกสอดได แลวนํามายืนยันดวยการนําพลาสมิดลูกผสมมาตัดดวยเอนไซม

ตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI ซ่ึงไดแถบดีเอ็นเอขนาดใกลเคียงกับ PCC7418_1478 และ pColdI จึงไดนําไป

วิเคราะหการแสดงออกของโปรตีนตอไป แตการสรางพลาสมิดลูกผสมของยีน PCC7418_0729 กลับไม

สามารถตรวจพบทรานสฟอรแมนทท่ีสามารถรับพลาสมิดลูกผสมท่ีมียีน PCC7418_0729 ได และจากการ

ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนจากยีน PCC7418_1478 ดวยวิธี SDS-PAGE ไมพบแถบของโปรตีนท่ีมี

ขนาดประมาณ 21 กิโลดาลตัน อีกท้ังจากการตรวจสอบดวยวิธี เวสเทิรน บลอททิง ก็ไมพบสัญญาณการ

แสดงออกของโปรตีนดวยเชนกัน ซ่ึงอาจเปนผลมาจากความเขมขนของสารเหนี่ยวนําไมเหมาะสม หรือ เวลาท่ี

ใชในการเหนี่ยวนําไมเหมาะสมท่ีจะทําใหเกิดการแสดงออกได ดังนั้นจึงควรหาภาวะท่ีเหมาะสมตอการ

แสดงออกของยีนเพ่ือใหยีนไดเกิดการแสดงออก ซ่ึงสามารถใชในการศึกษาตอไป 
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Abstract 

Cyanobacteria are oxygenic photosynthetic bacteria which are considered to be 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

protein expression will be required for further study. 
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ขอบพระคุณรองศาสตราจารยดร. รุงอรุณ วาดิถี สิริศรัทธา มา ณ ท่ีนี้ ท่ีชวยใหคําปรึกษา คําแนะนํา และ

คําสั่งสอนตลอดการทําวิจัย ไมวาจะเปน การวางแผนการทดลอง, การดําเนินการทดลอง การอภิปรายและ
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มหาวิทยาลัย ท่ีไดอนุเคราะหเงินทุนสนับสนุนงานวิจัย 

ขอขอบคุณเจาหนาท่ีภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ทุกทานสําหรับ

การอํานวยความสะดวกในทุกๆดาน ท้ังดานการศึกษาและการวิจัย 

ขอขอบคุณพ่ีๆในหองวิจัย 1904/17 ทุกคน พ่ีมุก พ่ีอุม พ่ีบุม พ่ีแพร พ่ีโลมา พ่ีเป และนายชนาญวัต 

กอธีระกุล เพ่ือนรวมหองปฏิบัติการในระดับปริญญาศึกษา ท่ีคอยใหความชวยเหลือ ใหคําปรึกษา และ

คําแนะนําท่ีมีประโยชนตอการวิจัยและการเขียนโครงการเลมนี้ตลอดมา 

ขอขอบคุณเพ่ือนๆ นิสิตภาควิชาจุลชีววิทยา รุน 42 และพ่ีๆ ในภาควิชาจุลชีววิทยาทุกคน ท่ีคอยให

ความชวยเหลือและใหคําปรึกษาไมวาจะเปนดานการศึกษา และการทําวิจัยครั้งนี้ 

สุดทายนี้ ขอกราบขอบพระคุณ บิดา มารดา และสมาชิกในครอบครัวทุกคนท่ีคอยเปนกําลังใจ คอย

ใหกําลังใจ ตลอดการทําวิจัยครั้งนี้จนสามารถสําเร็จและผานไปไดดวยดี 
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บทท่ี1 

บทนํา 

  

 ไซยาโนแบคทีเรีย หรือ สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงินเปนสิ่งมีชีวิตกลุมโพรคาริโอต (Prokaryote) (Saini 

และคณะ, 2018) ท่ีมีความหลากหลายทางชีวภาพอยางมาก โดยท่ีไซยาโนแบคทีเรีย ไมมีเยื่อหุมนิวเคลียส ไม

มีไมโทคอนเดรีย ไมมีคลอโรพลาสต มีสารพันธุกรรมท่ีมีลักษณะเปนวงแหวน (Circular DNA) มีผนังเซลลท่ี

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

ดวยแสงภายใตภาวะท่ีมีออกซิเจน ซ่ึงมีบางสกุลท่ีสามารถตรึงไนโตรเจนได (Zehr, 2011) ดังนั้นไซยาโน

แบคทีเรียจึงมีบทบาทท่ีสําคัญในวัฎจักรไนโตรเจน และวัฎจักรคารบอนบนโลก (Karl และคณะ, 2002) 

องคประกอบภายในเซลลของไซยาโนแบคทีเรียคลายแบคทีเรียทุกประการ แตแตกตางท่ีไซยาโนแบคทีเรียมี

รงควัตถุ (Pigment) หลายชนิด ไดแก คลอโรฟลล เอ, คลอโรฟลล บ,ี แคโรทีนอยด, ไฟโคไซยานิน, อัลโลไฟโค

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

Durnford, 1996)  ซ่ึงรงควัตถุท่ีสําคัญท่ีเก่ียวของกับการสังเคราะหดวยแสงคือ คลอโรฟลล เอ (Tanaka และ 

Tanaka, 2011) อีกท้ังรงควัตถุเหลานี้ก็ทําใหไซยาโนแบคทีเรียมีลักษณะท่ีแตกตางกันไป โดยเฉพาะการ

รวมกันของ ไฟโคบิลิน และคลอโรฟลล เอ ทําใหเกิดเปนสีเขียวแกมน้ําเงินจึงเปนลักษณะเฉพาะของไซยาโน

แบคทีเรีย (Vincent, 2009) แตอยางไรก็ตามไซยาโนแบคทีเรียหลายสกุลก็มีลักษณะเปนสีอ่ืนๆ เชน เหลือง 

น้ําตาล ดํา และแดง เปนตน ซ่ึงรงควัตถุท้ังหลายจะถูกสะสมอยูท่ีเยื่อหุมไทลาคอยด (Douglas, 1994) ทําให

ไซยาโนแบคทีเรียสังเคราะหดวยแสงได จึงเปนผูผลิตท่ีสําคัญในหวงโซอาหารในระบบนิเวศ (Bryant, 2003) 

 

ภาพท่ี 1.1 โครงสรางของไซยาโนแบคทีเรีย 

(ท่ีมา: https://en.wikipedia.org/wiki/Cyanobacteria เขาถึงขอมูลวันท่ี 15 มกราคม 2562) 
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 ไซยาโนแบคทีเรียเปนแบคทีเรียแกรมลบ เพราะมีไลโปโพลีแซคคาไรด (Lipopolysaccharide) เปน

สวนประกอบของเยื่อหุมชั้นนอก (Outer membrane) (Durai และคณะ, 2015; Hoiczyk และ Hansel, 

2000)  อีกท้ังไซยาโนแบคทีเรียมีลักษณะท่ีไมเปนเสนสาย (Non-filamentous form) และเปนเสนสาย 

(Filamentous form) ซ่ึงกลุมท่ีไมเปนเสนสาย สวนใหญมีรูปรางเปนทรงกลม (Coccoid form) พบท้ังท่ีเปน

เซลลเดี่ยว และอยูกันเปนกลุม สวนกลุมท่ีเปนเสนสาย โดยเซลลจะเรียงตอกันเปนเสนสาย (Chorus และ 

Bartram, 1999) สําหรับแหลงท่ีอยูของไซยาโนแบคทีเรีย ไซยาโนแบคทีเรียสามารถอยูไดเกือบทุกสภาวะบน

โลกท้ัง น้ําจืด น้ําทะเล บนบก รวมท้ังภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิต (Extreme environment) 

(Paerl และคณะ, 2000) เชน บริเวณท่ีมีความเขมขนของเกลือสูง จะพบกลุมไซยาโนแบคทีเรียท่ีชอบความ

เค็ม (Halophilic cyanobacteria) ซ่ึงชอบอาศัยในพ้ืนท่ีท่ีมีความเขมขนของเกลือสูง ตั้งแต 2.5-5.2 โมลาร 

NaCl (Ali และคณะ, 2016), บริเวณท่ีมีอุณหภูมิสูง ไซยาโนแบคทีเรียท่ีชอบความรอน (Thermophilic 

cyanobacteria) กลุมนี้จะเจริญเติบโตไดดีในชวงอุณหภูมิท่ีสูงกวา 45 องศาเซลเซียส (Castenholz, 1988) 

เปนตน ท่ีนาสนใจคือสามารถพบไซยาโนแบคทีเรียในสภาวะแวดลอมท่ีปนเปอนดวยมลพิษสูง ไมวาจะเปน 

โลหะหนัก, สารเคมีท่ีมีความเปนพิษสูง ซ่ึงมีโลหะทรานซิชัน (Transition metal) บางชนิดท่ีเปนท่ีตองการ

ของไซยาโนแบคทีเรียโดยมีสวนเก่ียวของกับการสังเคราะหดวยแสงภายใตภาวะท่ีมีออกซิเจน และการตรึง

ไนโตรเจน (Divya และคณะ, 2018) แตอยางไรก็ตามสารมลพิษเหลานี้จะทําใหเซลลเกิดความเปนพิษ อีกท้ัง

ยังทําใหเซลลเกิดความเครียดตามมา (Bapsita และ Vasconcelos, 2006) แตไมใชแคสารมลพิษท่ีทําใหเซลล

เกิดความเครียด ความเค็ม (Salinity) และภาวะถูกออกซิไดซเกินสมดุล (Oxidative) ก็สามารถทําใหเซลลเกิด

ความเครียดไดเชนกัน โดยถาความเค็มมีคาสูงเกินท่ีไซยาโนแบคทีเรียจะรับได จะเกิดภาวะเครียดเกลือ (Salt 

stress) (Hossain และ Dietz, 2016) อีกท้ังยังเกิดความเครียดท่ีเกิดจากภาวะไมสมดุลของอนุมูลอิสระและ

สารตานอนุมูลอิสระภายในเซลล (Oxidative stress) (Latifi และคณะ, 2009) ซ่ึงความเครียดเหลานี้จะสงผล

ใหเซลลเกิดอะพอพโทซิส (Apoptosis) ท่ีเปนรูปแบบหนึ่งของการตายของเซลลแบบท่ีมีการโปรแกรมไวแลว 

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

หลากหลายชนิดก็สามารถอยูรอดภายใตภาวะเหลานี้ได โดยมีกลไกและกระบวนการท่ีทําใหไซยาโนแบคทีเรีย

เกิดการปรับตัวภายใตภาวะเหลานี้ได ซ่ึงกลไกและกระบวนการเหลานี้จะชวยกําจัดสารพิษภายในเซลล กําจัด

สิ่งแปลกปลอมออกจากเซลล หรือลดระดับความเปนพิษภายในเซลลใหอยูในระดับท่ียอมรับได โดยกลไกและ

กระบวนการเหลานี้อาจจะเปนการสรางโปรตีน เอนไซม หรือ การผลิตสารเมแทบอไลตทุติยภูมิ (Secondary 

metabolite) (Latifi และคณะ, 2009) 
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ภาพท่ี 1.2 แผนภาพโดยรวมของผลกระทบท่ีถูกชักนําจากภาวะเครียดเกลือ 

(Hossain และ Dietz, 2016) 

 สําหรับไซยาโนแบคทีเรีย ท่ีงานวิจัยชิ้นนี้ศึกษาคือ Halothece sp. PCC7418 เปนเอ็กซทรีโมไฟล ซ่ึง

เปนไซยาโนแบคทีเรียท่ีชอบความเค็ม เพราะคัดแยกไดจากทะเลเดดซี (Dead sea) ประเทศอิสราเอล 

(Waditee-sirisattha และคณะ, 2014) ซ่ึงเปนทะเลสาบน้ําเค็มท่ีอยูในพ้ืนท่ีต่ํามากท่ีสุดในโลก และเค็มท่ีสุด

ในโลก โดยต่ํากวาระดับน้ําทะเลมากกวา 420 เมตร และมีปริมาณเกลือในแหลงน้ําถึง 34% อีกท้ังยังมีคา pH 

เทากับ 5.9 ซ่ึงต่ํามาก จึงชี้ใหเห็นไดวา ทะเลเดดซีมีความเปนกรด ยิ่งไปกวานั้นในทะเลสาบเดดซียังพบไอออน

บวกหลายชนิดและมีปริมาณมาก ดังนั้นทะเลเดดซีจึงเปนภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิตของ

สิ่งมีชีวิตโดยท่ัวไป  (Jacob และคณะ, 2017) โดยภาวะดังกลาวจะทําใหเซลลเกิดความเครียดท้ังภาวะเครียด

เกลือ ภาวะเครียดจากอนุมูลอิสระ ดังนั้นจึงศึกษากลไกการปองกันความเครียดของ Halothece sp. 

PCC7418 

  และในงานวิจัยของ Tiwari และคณะ ในป 2019 ไดศึกษาการควบคุมในระดับสรีรวิทยา และ ระดับ

 โมเลกุลของโลหะในไซยาโนแบคทีเรีย ซ่ึงพบวาไซยาโนแบคทีเรียมีหลายกลไกกระบวนการในการปองกัน

 ความเครียดจากโลหะเพ่ือใหอยูรอดไดในภาวะแวดลอมท่ีปนเปอนดวยโลหะ ไมวาจะเปน การสราง 

 exopolysaccharides (EPS), methallothionenins, chaperone proteins ยิ่งไปกวานั้นยังมี enzymatic 

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

ระดับโมเลกุลของไซยาโนแบคทีเรีย 

(Tiwari และคณะ, 2019) 

 และในงานวิจัยของ Divya และคณะ ในป 2018 ไดศึกษาโปรตีน metallothionenins (MTs) ชนิด

ใหมของสิ่งมีชีวิตกลุมโพรคาริโอต คือ NmtA คนพบจากไซยาโนแบคทีเรียเสนสาย Anabaena sp. PCC 

7120 ซ่ึงโปรตีน NmtA จะทําพันธะไดซัลไฟดกับโลหะสังกะสี และลดความเปนพิษของโลหะแคดเมียม ทําให 

Anabaena sp. PCC 7120 สามารถอยูรอดในสิ่งแวดลอมท่ีปนเปอนดวย Cd2+ ได 

 กลไกและกระบวนการท่ีทําใหไซยาโนแบคทีเรียสามารถอยูรอดภายใตภาวะเครียดตางๆนั้นจึงมี 

หลากหลายชนิด ในงานวิจัยชิ้นนี้จึงมีความสนใจศึกษาเอนไซมท่ีมีสวนชวยใหไซยาโนแบคทีเรียสามารถอยูรอด

ภายใตสภาวะแวดลอมท่ีไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิต และหนึ่งในเอนไซมเหลานั้นคือ Glutathione S-

transferase (GST; EC 2.5.1.18)  
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ภาพท่ี 1.4 โครงสรางทุติยภูมิของเอนไซมของ glutathione S-transferase ซ่ึงแสดงเกลียวแอลฟา แผน

พลีตบีตา และการมวนพับ 

(Perperopoulou และคณะ, 2017) 

 GST เปนเอนไซมทีสรางภายในเซลล (Intracellular enzyme) ซ่ึงมีสวนเก่ียวของในกระบวนการ

กําจัดสารพิษ และลดความเครียดภายในเซลล โดยมีบทบาทเปนตัวเรงปฏิกิริยาคอนจูเกชั่นระหวาง

สารประกอบอิเล็กโทรไฟล และ โปรตีนกลูตาไธโอน (GSH) ในรูปรูดิวซฟอรม โดยจะใหสารกลุมนิวคลิโอไฟล

ของโปรตีนกลูตาไธโอน (GSH) เขาทําปฏิกิริยากับสารกลุมอิเล็กโทรไฟลโดยสร้างพนัธะไดซลัไฟด์กบัโมเลกลุ

นัน้ แล้วเปล่ียนเป็นรูปออกซิไดส์ฟอร์ม (Zhang และคณะ, 2018) ซ่ึงสารประกอบอิเล็กโทรไฟลมีมากมาย

หลากหลายชนิด เชน กลุมสารแปลกปลอม (Xenobiotics) ไดแก ยาฆาแมลง, ยา, สารเคมีกําจัดศัตรูพืช, 

ผลิตภัณฑพลอยไดท่ีเปนของเสีย, โลหะหนัก ซ่ึงสารแปลกปลอมเหลานี้ก็ยังสามารถทําใหเกิดความเครียด

ตามมาในภายหลังได  ดังนั้นปฏิกิริยาคอนจูเกชั่นจึงมีสวนชวยในกระบวนการกําจัดสารพิษภายในเซลลของ

สิ่งมีชีวิต โดยมีหลายบทบาทไดแก 1.) กําจัดปฏิกิริยาและความเปนพิษของสารประกอบอิเล็กโทรไฟลท่ีเขามา

ในเซลล 2.) เพ่ิมคาการละลายใหสารประกอบอิเล็กโทรไฟลเพ่ือใหงายตอการกําจัดดวย ABC transporters 

(Perperopoulou และคณะ, 2017) สุดทายผลิตภัณฑท่ีไดจากกระบวนการคอนจูเกชั่นสามารถละลายน้ําได 

และอยูในสภาพท่ีไมสามารถทํางานไดจึงสามารถกําจัดออกนอกเซลลอยางรวดเร็วดวยกลไก efflux pump 

ยิ่งไปกวานั้น เอนไซม GST ยังสามารถกําจัดผลิตภัณฑท่ีเกิดจากความเครียดจากการสรางและสะสมสารอนุมูล
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อิสระ (oxidative stress)  เชน ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) (Pandey และคณะ, 2015a) (ดังแสดงใน

ภาพท่ี 1.5) 

 

ภาพท่ี 1.5 บทบาทของเอนไซม glutathione S-transferase ในกระบวนการกําจัดสารพิษภายในเซลล 

 GSTs สามารถพบไดท้ังในสิ่งมีชีวิตจําพวกโพรคาริโอต และยูคาริโอต ซ่ึง GST ไดถูกจัดแบงออกเปน

อยางนอย 4 ซูเปอรแฟมิลี ไดแก GST ท่ีอยูในไซโทพลาสซึม (cytosolic GSTs: cGSTs), GST ในไมโทคอนเด

รีย (mitochondrial GSTs) หรือ GST คลาส kappa (Morel และ Aninat, 2016), GST ท่ีเก่ียวของกับเมม

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

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

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

Shehu และคณะ, 2019) โดยในทุกสิ่งมีชีวิตพบวามี GSTs ในแฟมิลี cGSTs เปนสวนใหญเม่ือเทียบกับแฟมิลี

อ่ืน ซ่ึงใน cGSTs ไดมีการจัดแบงภายในออกเปนคลาส อยางนอย 17 คลาส โดยใชอักษรกรีกในการตั้งชื่อ 

ไดแก Pi, Omega, Theta, Zeta, Nu, Epsilon, Tau, Iota, Phi, Delta, Lambda, Sigma, Alpha, Mu, Chi 

และ Rho ซ่ึงคลาส Rho เปนคลาสท่ีคนพบใหมลาสุด (Pandey และคณะ, 2015b) ในการจัดแบงคลาสจะใช

เกณฑท่ีหลากหลายไดแก ความจําเพาะกับสารตั้งตน (Substrate specificity), ปฏิกิริยาขามของระบบ

ภูมิคุมกัน (Immunological cross-reactivity), ความไวของสารยับยั้ง (Inhibitor sensitivities) และ ความ

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

ความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนของ GSTs ตองไดมากกวา 40 % จึงสามารถจัดใหอยูในคลาสเดียวกัน ถามี

ความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนนอยกวา 25 % จะถูกจัดใหอยูคลาสอ่ืน (Perperopoulou และคณะ, 

2017) ยิ่งไปกวานั้นก็ยังมีเกณฑท่ีชวยเสริมในการจัดคลาสอีก เชน มวลโมเลกุล , สมบัติทางโครงสรางตติยภูมิ 

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

activity), จลศาสตรของเอนไซม (Enzyme kinetics) (Pandey และคณะ, 2017) จากรายงานการศึกษา

พบวา GST บางคลาสจะมีลักษณะเชิงคุณสมบัติท่ีเฉพาะตัว เชน GST คลาส Chi จากไซยาโนแบคทีเรีย 

Synechocystis PCC6803 สามารถทนตอ pH ในชวง 2.0-11.0 ได (Pandey และคณะ, 2015a)  
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 cGSTs เปนแฟมิลีท่ีพบมากท่ีสุดในแบคทีเรีย จากการศึกษาทางชีวเคมีพบวา มีลักษณะเปน dimeric 

proteins ท่ีละลายน้ําได ประกอบดวย 2 หนวยยอยท่ีเหมือนกัน หรือตางกันก็ได แตละหนวยยอยเกิดจากการ

ฟอรมของกรดอะมิโน 200-250 ตัว ทําใหแตละหนวยยอยมีมวลโมเลกุลประมาณ 22-28 kDa อีกท้ังแตละ

หนวยยอยจะประกอบไปดวย 2 โดเมน ไดแก โดเมนดานปลาย N (N-terminal domain) และ โดเมนดาน

ปลาย C (C-terminal domain) อีกท้ังผลจากการศึกษาทางดานผลึกศาสตร และชีวกายภาพแสดงใหทราบวา 

แตละหนวยยอยของ GST ตองมีอยางนอย 2 ตําแหนงจับลิแกนด (ligand-binding sites) คือ G-site เปน

ตําแหนงท่ีทําพันธะกับ GSH และ H-site (ดังแสดงในภาพท่ี 1.6) เปนตําแหนงท่ีทําพันธะกับสารประกอบอิ

เล็กโทรไฟล ซ่ึง G-site จะอยูในสวนของโดเมนดานปลาย N และมีความจําเพาะอยางสูงกับ GSH แตใน

การศึกษาปจจุบันแสดงใหเห็นวา tri-peptide analogs สามารถทําพันธะกับ G-site ไดแตมีความสามารถใน

การจับ และประสิทธิภาพในการเรงปฏิกิริยาท่ีต่ํา สวน H-site จะอยูในสวนโดเมนดานปลาย C ซ่ึงมีโครงสราง

ท่ีหลากหลาย รวมถึงความออนตัว และสมบัติความยืดหยุนท่ีสูง ทําใหสามารถทําพันธะกับสารประกอบอิเล็ก

โทรไฟลไดหลากหลายชนิด ในการศึกษาปจจุบันพบวา ยังมีอีก 1 ligand-binding site คือ L-site ท่ีมีความ

แตกตางอยางชัดเจนจาก G-site และ H-site โดยท่ีจะไมมีการเรงปฏิกิริยา แตตําแหนงของ L-site ใน

การศึกษาปจจุบันยังไมชัดเจน (Perperopoulou และคณะ, 2017) (ดังแสดงในภาพท่ี 1.7) 

 

 

ภาพท่ี 1.6 โครงสรางหนวยยอยของ GST (human GSTA1-1) 

(Perperopoulou และคณะ, 2017) 
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ภาพท่ี 1.7 ตําแหนงของ L-site ท่ีไมชัดเจน 

(Perperopoulou และคณะ, 2017) 

 และในงานวิจัยของ Perperopoulou และคณะ ในป 2017 ไดพบวา GSTs เปนเอนไซมท่ีสามารถ

นําไปใชประโยชนไดหลากหลาย โดยสามารถนําไปพัฒนาแลวนําไปใชไดในหลายแงมุม ไดแก ทางการเกษตร, 

ทางการแพทย, ทางเคมีวิเคราะห, ทางสิ่งแวดลอม และ ทางนาโนไบโอเทคโนโลยี (ดังแสดงในภาพท่ี 1.8) อีก

ท้ังยังสามารถทําวิศวกรรมโปรตีน (Protein engineering) เพ่ือพัฒนาให GSTs มีคุณสมบัติตามท่ีตองการ 

 

 

ภาพท่ี 1.8 แผนภาพโดยรวมของการนํา GSTs ไปประยุกตใชในเทคโนโลยีทางชีวภาพ 

(Perperopoulou และคณะ, 2017) 
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 งานวิจัยของ Shehu และคณะ ในป 2019 ไดพบวา cGSTs ในแบคทีเรียสามารถกําจัดสารมลพิษท่ี

เปนสารอินทรียท่ีมีคลอรีนเปนองคประกอบ (Organochlorine pollutants) โดยวิธี Dehalogenation (ดัง

แสดงในภาพท่ี 1.9) 

 

 

 

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

(GST คลาส zeta จาก Sphigomonas paucimobilis UT26) 

จึงชวยสนับสนุนวา เอนไซม GST สามารถนํามาประยุกตใชไดในเทคโนโลยีชีวภาพในแงทางสิ่งแวดลอมได  

 แตในทางกลับกัน เอนไซม GST ก็สามารถเปนตัวปญหาไดเชนกัน จากงานวิจัยของ Kalita และคณะ 

ในป 2017 ไดพบวา การรักษาโรคพยาธิใบไมตับ (Fascioliasis) ท่ีเกิดจาก Fasciola gigantica ดวยยา 

Triclabendazole ซ่ึงเปนยาท่ีไดรับการแนะนํามาจากองคกรอนามัยโลกในการรักษาโรค Fascioliasis เกิด

ปญหาข้ึน เนื่องจาก เอนไซม  GST คลาส mu ภายในพยาธิ  F.gigantica ตอบสนองตอตานตอยา 

Triclabendazole ทําใหไมสามารถรักษาได ดังนั้น เอนไซม GST เปนเปาหมายในการพัฒนาวัคซีน และ เคมี

บําบัด เพ่ือการรักษาในอนาคต 
 จากท่ีกลาวมาขางตนจะเห็นวา GSTs มีความสําคัญตอกระบวนการกําจัดสารพิษภายในเซลล และ

กระบวนการตอบสนองตอความเครียด ท้ังภาวะเครียดเกลือ (salt stress) และความเครียดท่ีเกิดจากการสราง

และสะสมสารอนุมูลอิสระ (oxidative stress) แต GST ยังมีการศึกษาวิจัยนอยในไซยาโนแบคทีเรีย งานวิจัย

นี้จึงมีความสนใจศึกษาการโคลนและการแสดงออกของยีนกําหนดรหัส GST (PCC7418_1478 และ 

PCC7418_0729) จาก Halothece sp. PCC7418 ท่ีคัดแยกมาจากทะเลเดดซี ซ่ึงทําการโคลนท้ังสองยีน เขา

สูเวกเตอรแสดงออก (pColdI) แลวนําเขาสู Escherichia coli เพ่ือเตรียมรีคอมบิแนนทโปรตีนเพ่ือใชศึกษา

ลักษณะเชิงสมบัติตอไป 
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บทท่ี 2 

อุปกรณและเคมีภัณฑ 

 

2.1 อุปกรณท่ีใชในการทดลอง 

1. เครื่องแกว บริษัท Pyrex (USA) 

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

 3. เครื่องชั่ง (Balance) รุน PG2002-S บริษัท Metler Toledo (Thailand) 

4. เครื่องอบฆาเชื้อไอน้ํา (Autoclave) รุน ES-215 บริษัท Meditop (Thailand) 

5. ตูอบฆาเชื้อ (Hot air oven) บริษัท Contherm Scientific Limited (New Zealand) 

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

7. เครื่องบมเชื้อแบบเขยา (Rotary shaker) บริษัท Hercuvan Lab-system (USA) 

8. เครื่องบมเชื้อแบบเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Excella E24 incubator shaker series)  

  บริษัท New Brunswick Scientific (USA) 

9. เครื่องปนแยกสารชนิดควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) รุน KUBOTA 6500 บริษัท     

KUBOTA (Japan) 

10. เครื่องปนเหวี่ยงใหตกตะกอนแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated microcentrifuge) รุน 

Centrifuge 5418R บริษัท Eppendorf (Germany) 

11. เครื่องปนผสม (Vortex mixer) รุน Vortex-Genie 2 บริษัท Scientific industries (USA) 

12. เครื่องเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรม (Thermal cycler) รุน T100 บริษัท BIO-RAD Laboratories 

(USA) 

13. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสงของสาร (Spectrophotometer) รุน genesis 20 และ Biomate 35 

     บริษัท Thermo scientific (Thailand) 

14. ชุดอุปกรณทํา Electrophoresis รุน MJ-105 บริษัท Major Science (USA) และ 

     เครื่องจายไฟ (Power supply) รุน PowerPacTM HC บริษัท BIO-RAD Laboratories (USA) 
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15. เครื่องอานเจล (Gel DocTM EZ Gel Documentation System) บริษัท BIO-RAD Laboratories 

(USA) 

16. เครื่องนาโนดรอป (Nano-drop) รุน Nanodrop 2000 บริษัท Thermo Scientific (USA) 

17. ตูปลอดเชื้อ (Lamina flow) รุน Microtech บริษัท Labmicro (Thailand) 

18. ตูแชเย็น 4 องศาเซลเซียส (Refrigerator) บริษัท MITSUBISHI (Japan) 

19. ตูแชแข็ง -80 องศาเซลเซียส (Deep freezer) บริษัท Thermoelectron Corparation (USA) 

20. ตูแชแข็ง -40 องศาเซลเซียส (Deep freezer) บริษัท Haier (China) 

21. ตูแชแข็ง -20 องศาเซลเซียส (Deep freezer) บริษัท SANYO (Japan) 

22. เครื่องกําเนิดคลื่นความถ่ีสูง (Sonicator) รุน Sonics Vibra cellTM  

     บริษัท Sonics & Materials (USA) 

23. ปเปตอัตโนมัติ (Autonomic pipette) รุน Proline Plus บริษัท Sarorious BioHit (Germany) 

24. หลอดเซนติฟวจขนาดเล็ก (Microcentrifuge tube) 

25. หลอดเซนติฟวจขนาดใหญ (Centrifuge tube) 

26. เครื่องกวนสารละลาย (Magnetic stirrer) รุน MMS-3000 บริษัท Biosan (Latvia) 

27. เครื่องควบคุมอุณหภูมิและระเหยแหงแบบใหความรอน (Heating block) รุน ThermoE  

     บริษัท Bioer Technology (China) 

28. เครื่องบมเชื้อควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) บริษัท Memmert (Germany) 

29. เครื่องบมเชื้อแบบเขยาควบคุมอุณหภูมิ รุน INNOVA 4330 บริษัท New Brunswick Scientific 

(USA) 

30. เตาอบไมโครเวฟ รุน R-250 บริษัท SHARP (Japan) 

31. ใบมีดสําหรับตัดเจล 

32. ชุดอุปกรณทํา SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis) รุน Mini-PROTEIN II® Tetra Cell และเครื่องจายไฟ รุน PowerPacTM HC 

บริษัท BIO-RAD Laboratories (USA) 

33. กลองจุลทรรศน (Microscope) บริษัท Olympus (Japan) 
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34. คิวเวทท (Cuvette) รุน Spectronic 401 บริษัท Milton Roy (USA) 

35. ตูอบลมรอน (Hot air oven) รุน Model UE600 บริษัท Memmert (Germany) 

36. เครื่องเขยาสารแนวราบ (Orbital shaker) รุน Model ME3002 บริษัท Mettler Toledo 

(Japan) 

37. เครื่องเขยาแบบเอียงซายสลับขวา (Rocking platform) รุน Mini Rocker บริษัท Bio-Rad                           

Laboratories (USA) 

38. เครื่องเพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรม (Thermal cycler) รุน C1000 TouchTM บริษัท Bio-Rad 

Laboratories (USA) 

39. เครื่องตรวจวัดสารดวยการดูดกลืนแสง (UV-Vis Spectrophotometer) รุน UV-240 บริษัท 

Shimadzu (Japan)           

2.2 เคมีภัณฑ 

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

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

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

4. ผงวุน (Agar) บริษัท HiMedia (India)  

5. ยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลิน บริษัท AMRESCO (USA) 

6. สียอมเจล (SYBR® Safe DNA Gel Stain) บริษัท Invitrogen (USA) 

7. สียอมผลิตภัณฑดีเอ็นเอ (DNA loading dye) บริษัท TOYOBO (Japan) 

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

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

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

11. เอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI บริษัท New England Biolabs (UK) 

12. ดีเอ็นเอ มารกเกอร (DNA marker) บริษัท Vivantis 9 (Malaysia) 

13. ผงอะกาโรส (Agarose 36GU) บริษัท FUNAKOSHI (Japan) 
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14. โปรตีนมารกเกอร Precision Plus ProteinTM Dual Color Standards บริษัท BIO-RAD 

Laboratories (USA) 

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

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

17. ผงอะกาโรส บริษัท QP Products (USA) 

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

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

20. Bacto® tryptone บริษัท Merck (Germany) 

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

22. แคลเซียมคลอไรด บริษัท Merck (Germany) 

23. สียอมโปรตีน Coomassie brilliant blue G-250 บริษัท Sigma-Aldrich (USA) 

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

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

26. โซเดียมไนเตรท (NaNO3) บริษัท Emsure (Germany) 

27. ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4) บริษัท Emsure (Germany) 

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

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

30. โซเดียมคารบอเนต (Na2CO3) บริษัท Emsure (Germany) 

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

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

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

Zealand) 

34. กรดบอริก (H3BO3) บริษัท Emsure (Germany) 

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

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

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

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

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

(USA)  

41. สคิมมิลค บริษัท Himedia (India) 

3. ชุดทดสอบสําเร็จ 

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

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

(Taiwan) 

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

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

Laboratories (USA) 

4. เมมเบรน 

 1. PVDF (Polyvinylidene difluoride) บริษัท Millipore Cooperation (USA) 
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บทท่ี 3 

วิธีการดําเนินการทดลอง 

 

3.1 ชีวสารสนเทศของยีนกําหนดรหัส Glutathione S-transferase (GST) จาก เอ็กซทรีโมไฟล 

     Halothece sp. PCC7418 

  ฮาโลฟลิกไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 ท่ีใชในการศึกษามีขอมูลจีโนมิกสดีเอ็นเอท่ี

สมบูรณในฐานขอมูล โดยเลือกใชฐานขอมูล Kyoto Encyclopedia of Genes and genomes: KEGG 

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

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

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) เปนฐานขอมูลหลักในการศึกษา  

 3.1.1 สืบคนขอมูลของยีนกําหนดรหัส GST ใน Halothece sp. PCC7418 

  สืบคนและเลือกยีนกําหนดรหัส GST จากฐานขอมูล KEGG (https://www.kegg.jp) ,  NCBI 

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

ท้ังหมด 4 ยีน ไดแก PCC7418_0647, PCC7418_0729, PCC7418_1478 และ PCC7418_3557 

แลวคนหาลําดับนิวคลีโอไทด และลําดับกรดอะมิโน จากฐานขอมูล KEGG และ Uniprot แลว

วิเคราะหคา Isoelectric point (pI) และ มวลโมเลกุล จากฐานขอมูล ExPASy ศึกษาโดเมนโปรตีน

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

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

  

 3.1.2 การจัดเรียงเทียบ (Multiple amino acid sequence alignment) และตรวจสอบความ

เหมือนของลําดับกรดอะมิโนของ GST 

  จัดเรียงเทียบและตรวจสอบความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนของ  GST จากยีน 

PCC7418_1478 และ PCC7418_0729 ของไซยาโนแบคทีเรีย  Halothece sp. PCC7418 กับ 

Ortholog โดยการใช โปรแกรม  Protein blast เลื อกชุด คําสั่ ง  BLASTp ในฐานขอมูล  NCBI 

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

ใกลชิดกับ GST ในไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 มากท่ีสุด 15 ลําดับแรก และ GST 

จากสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนท่ีเลือกใหเปน outgroup ไปจัดเรียงเทียบและตรวจสอบความเหมือนของลําดับ

กรดอะมิโนโดยใชโปรแกรม Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) 

 3.1.3 ตรวจสอบวิเคราะหความสัมพันธและความหลากหลายของ GST 

  นําผลขอมูลท่ีไดจากการทํา Multiple amino acid sequence alignment ท่ีไดจากขอ 

3.1.2 มาตรวจสอบวิเคราะหความสัมพันธและความหลากหลายของ GST ใน Halothece sp. 

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

(https://www.megasoftware.net) ดวยวิธี  Neighbor-Joining (NJ-method) และ กําหนดคา 

bootstrap เทากับ 1000 

 3.1.4 ออกแบบไพรเมอร 

  นําขอมูลลําดับเบสของยีน PCC7418_1478 และ PCC7418_0729 มาออกแบบไพรเมอร

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

(https://sg.idtdna.com) โดยมีการออกแบบโดยใสนิวคลีโอไทดสําหรับเอนไซมตัดจําเพาะ ไดแก 

NdeI และ BamHI โดยตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI จะถูกออกแบบในไพรเมอร

ฟอรเวิรด (Forward primer) สวนตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI จะถูก

ออกแบบในไพรเมอรรีเวิรส (Reverse primer) ของท้ัง 2 ยีนเปาหมาย 

3.2 การเล้ียงเอ็กซทรีโมไฟล Halothece sp. PCC7418 

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

Turk solution เกลือโซเดียมคลอไรด 0.5 โมลาร (ภาคผนวก ก.) (Waditee-Sirisattha และคณะ, 2014) บม

ท่ีอุณหภูมิ 28 ± 2 องศาเซลเซียส ภายใตภาวะแสงฟลูออเรสเซ็นตแสงขาวท่ีความเขมแสง 950 lux 

ตลอดเวลา บนเครื่องบมเชื้อแบบเขยา (Hercuvan Lab-system, USA) ความเร็ว 110 รอบตอนาที 

3.3 การสกัดจีโนมิกสดีเอ็นเอของ Halothece sp. PCC7418 

 เก็บตัวอยางเซลลโดยนําเซลลแบงใสหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1500 µL แลวปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

12,000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จากนั้นแยกอาหารเลี้ยงเซลลออกจาก

ตะกอนเซลลใหหมด แลวนําเซลล Halothece sp. PCC7418 ท่ีแยกออกจากอาหารเลี้ยงเซลลมาสกัดดีเอ็นเอ

โดยโดยใช DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Germany) ตามคําแนะนําของผูผลิตโดยข้ันแรก เติมบัฟเฟอร 

AP1 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากันโดยใชเครื่องปนผสม (Vortex) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 65 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที จากนั้นเติมบัฟเฟอร AP2 ปริมาตร 130 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวนําไปบม

ในน้ําแข็งเปนเวลา 5 นาที ปนเหวี่ยงโดยใชเครื่องปนเหวี่ยงใหตกตะกอนแบบควบคุมอุณหภูมิ (Eppendorf, 

Germany) ท่ีความเร็ว 12000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จากนั้นปเปตตสวนใส

ไปยัง QIAshredder spin column แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 2 นาที ปเปตตสวนใสท่ีผานการกรองไปยังหลอดไมโครเซนตริฟวจหลอดใหม แลวเติม

บัฟเฟอร AP3/E ปริมาตร 1.5 เทาของสวนใส ผสมใหเขากันดวยปเปตต จากนั้นปเปตตสวนผสมมา 650 

ไมโครลิตร ใสใน DNeasy Mini spin column ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 8000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ท้ิงสวนสารละลาย ถายังมีสารตัวอยางเหลือก็ใหทําซํ้า จากนั้นนํา DNeasy Mini 

spin column ไปใสในหลอด 2 มิลลิลิตร แลวเติมบัฟเฟอร Aw ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

8000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ท้ิงสวนสารละลาย แลวเติมบัฟเฟอร Aw 
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ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

2 นาที ท้ิงสวนสารละลาย แลวยายสวนของ DNeasy Mini spin column ไปยังหลอดไมโครเซนตริฟวจหลอด

ใหม เติมบัฟเฟอร AE ปริมาตร 30 ไมโครลิตร บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ี

ความเร็ว 12000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที เก็บสวนใส (จีโนมิกสดีเอ็นเอ) 

จากนั้นนําไปวัดความเขมขนของจิโนมิกสดีเอ็นเอโดย เครื่องนาโนดรอป 2000 (Thermo Scientific, USA) 

และตรวจสอบความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอโดยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส และเก็บดีเอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส 

 3.3.1 การตรวจสอบคุณภาพของจีโนมิกสดีเอ็นเอดวย เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส 

  ใชอะกาโรสเจล 1% (w/v) ผสมกับบัฟเฟอร TAE  ความเขมขน 1x (ภาคผนวก ง.) และมี

การ precast ดวยสี SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA) และใชดีเอ็นเอมารกเกอร 

(Vivantis, Malaysia) เพ่ือเทียบขนาดของดีเอ็นเอ โดยใชบัฟเฟอร TAE ท่ีความเขมขน 1x เปน

ตัวกลางในการนํากระแสไฟฟา กําหนดใหกระแสไฟฟามี คาคงท่ีเทากับ 100 โวลต เปนเวลา 20 

นาที จากนั้นนําเจลไปวิเคราะหดวยเครื่องอานเจล Model Gel Doc EZTM (Bio-Rad Laboratories, 

USA) 

3.4 การเพ่ิมจํานวนยีนท่ีกําหนดรหัส GST ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) 

 เพ่ิมจํานวนยีนท่ีกําหนดรหัส GST (PCC7418_1478 และ PCC7418_0729) ดวยเทคนิค PCR โดย

ใชไพรเมอรท่ีออกแบบไวขางตน โดยกําหนดภาวะของแตละยีนไวดังนี้  

ยีน PCC7418_1478   

 Pre-denaturation  95 องศาเซลเซียส  5  นาที  

 Denaturation   95 องศาเซลเซียส  30  วินาที  

 Annealing   55 องศาเซลเซียส  1  นาที  

 Extension   72 องศาเซลเซียส  30  วินาที   

 Final extension  72 องศาเซลเซียส  5  นาที  

 Holding   15 องศาเซลเซียส ∞ 

ยีน PCC7418_0729 

 Pre-denaturation  95 องศาเซลเซียส  5  นาที  

 Denaturation   95 องศาเซลเซียส  30  วินาที  
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 Annealing   60 องศาเซลเซียส  1  นาที  

 Extension   72 องศาเซลเซียส  1  นาที   

 Final extension  72 องศาเซลเซียส  5  นาที  

 Holding   15 องศาเซลเซียส ∞ 

จํานวน 50 รอบท้ัง 2 ยีน แลวตรวจสอบผลิตภัณฑท่ีไดจากการทํา PCR โดยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส และทํา

ใหผลิตภัณฑมีความบริสุทธิ์ดวย PCR Cleanup Protocol ของ GenepHlowTM Gel/PCR Kit (Geneaid, 

Taiwan) 

 3.4.1 การทําใหผลิตภัณฑท่ีไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) บริสุทธิ์ 

  ใช GenepHlowTM Gel/PCR Kit (Geneaid, Taiwan) โดยนําผลิตภัณฑท่ีไดจากเทคนิคPCR 

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมบัฟเฟอร Gel/PCR 

ปริมาตร 5 เทาของผลิตภัณฑ PCR ผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex) จากนั้นปเปตต

สารละลายท้ังหมดใส DFH column ท่ีอยูในหลอด 2 มิลลิลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14000 

รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที ท้ิงสวนของเหลว แลวเติม Wash buffer (ท่ีมีการเติมเอทานอล 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตรแลว) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ลงใน DFH column ตั้งท้ิงไวเปนเวลา 1 นาที 

ในอุณหภูมิหอง ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที ท้ิงสวนของเหลว แลว

ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที จากนั้นยาย DFH column ไปยังหลอดไม

โครเซนตริฟวจ เติม Elution buffer (อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ลง DFH 

column ตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 นาที จากนั้นปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14000 รอบตอนาที 

เปนเวลา 2 นาที นําไปวัดความเขมขนของผลิตภัณฑ PCR โดย เครื่องนาโนดรอป 2000 (Thermo 

Scientific, USA) 

 3.4.2 การตรวจสอบคุณภาพของผลิตภัณฑท่ีไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) ดวย เจล 

อิเล็กโทรโฟรีซิส 

  ใชอะกาโรสเจล 1% (w/v) ผสมกับบัฟเฟอร TAE ความเขมขน 1x และมีการ precast ดวย

สี SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, USA) และใชดีเอ็นเอมารกเกอร (Vivantis, Malaysia) 

เพ่ือเทียบขนาดของดีเอ็นเอ โดยใชบัฟเฟอร TAE ท่ีความเขมขน 1x เปนตัวกลางในการนํากระแส

ไฟฟา กําหนดใหกระแสไฟฟามี คาคงท่ีเทากับ 100 โวลต เปนเวลา 30 นาที จากนั้นนําเจลไป

วิเคราะหดวยเครื่องอานเจล Model Gel Doc EZTM (Bio-Rad Laboratories, USA) 

3.5 การเตรียมเวกเตอรแสดงออก pCold I 

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

ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียสขามคืน แลวสกัดพลาสมิดโดยใช RBC Real Genomics HIYieldTM Plasmid Mini Kit (Life 

biomedical, UK) ปเปตตตัวอยาง 1.5 มิลลิลตร ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ท้ิงสวนใส ทําซํ้าจนตัวอยางหมด แลวเติม

บัฟเฟอร PD1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ปนผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex) เปนเวลา 1 

นาที ทําใหเซลลแตกโดยเติมบัฟเฟอร PD2 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แลวผสมทันทีโดยการคว่ําหงาย

หลอด 10 ครั้ง ทําใหเปนกลางโดยเติมบัฟเฟอร PD3 ปริมาตร 150 ไมโครลิตร แลวผสมทันทีโดยการ

คว่ําหงายหลอด 10 ครั้ง ตะกอนดีเอ็นเอจะปรากฏออกมา จากนั้นปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12000 รอบ

ตอนาที เปนเวลา 10 นาที ปเปตตสวนใสไปยังหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 

Absolute ethanol ท่ีเย็นจัด (-20 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 3 เทาของสวนใส ผสมโดยการคว่ําหงาย

หลอด 10 ครั้ง ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ท้ิงสวนใสท้ังหมด ลาง

ตะกอนดวย 70% เอทานอล ปริมาตร 300 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยใชปเปตตดูดสารละลายข้ึน

ลง ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ท้ิงสวนใสท้ังหมด ทําใหตะกอนแหง

โดยการตากลมเปนเวลา 10 – 20 นาที เติม Elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร นําไปวัดความ

เขมขนของพลาสมิดโดย เครื่องนาโนดรอป 2000 (Thermo Scientific, USA) และตรวจสอบคุณภาพ

ของพลาสมิดท่ีสกัดดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส สุดทายเก็บพลาสมิดท่ีสกัดไดท่ีอุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส  

 3.5.2 การตัดเวกเตอรแสดงออก pCold I ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

   ตัดเวกเตอรแสดงออก pCold I ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI (New England Biolabs, 

UK) และ BamHI (New England Biolabs, UK) บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน แลวนํา

เวกเตอรท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะมาตรวจสอบขนาดดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส 

 3.5.3 การทําใหเวกเตอรแสดงออก pCold I ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะบริสุทธิ์ 

  นําเวกเตอรแสดงออก pCold I ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ มาตรวจสอบคุณภาพและ

ขนาดดวยวิธีเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส โดยเตรียมเจลจากผงอะกาโรส (Agarose 36GU) (FUNAKOSHI, 

Japan) แลวตัดเจลบริเวณท่ีมีชิ้นสวน pCold I ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI 

ดวยใบมีด นําไปใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมบัฟเฟอร Gel/PCR ปริมาตร 

500 ไมโครลิตร ปนผสมใหเขากันดวยเครื่องปนผสม (Vortex) แลวทําใหบริสุทธิ์โดยใชชุดคิท 

GenepHlowTM Gel/PCR Kit (Geneaid, Taiwan) เชนเดียวกับขอ 3.4.1 นําไปวัดความเขมขนดวย

เครื่องนาโนดรอป 2000 (Thermo Scientific, USA) และตรวจสอบคุณภาพดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟ

รีซิส 
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3.6 การตัดยีนกําหนดรหัส GST (PCC7418_1478 และ PCC7418_0729) ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

 ตัดยีนกําหนดรหัส GST (PCC7418_1478 และ PCC7418_0729) ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI 

(New England Biolabs, UK) และ BamHI (New England Biolabs, UK) บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ขามคืน แลวนําชิ้นยีนท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะมาตรวจสอบขนาดดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส 

และวัดความเขมขนดวยเครื่องนาโนดรอป 2000 (Thermo Scientific, USA) 

3.7 การเตรียมคอมพีเทนตเซลล  

 เตรียมคอมพีเทนตเซลล โดยใช Escherichia coli BL21 และ Escherichia coli DH5α โดยใชวิธี 

CaCl2 โดยมีวิธีการคือ นําโคโลนีเดี่ยวของ E.coli BL21 หรือ E.coli DH5α ถายโอนลงอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว 

LB (low salt) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยใชเครื่องบมเชื้อแบบเขยาควบคุม

อุณหภูมิ (New Brunswick Scientific, USA) ขามคืน  จากนั้นถายโอนเชื้อปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสใน

อาหารเหลว LB (low salt) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยใชเครื่องบมเชื้อแบบ

เขยาควบคุมอุณหภูมิ (New Brunswick Scientific, USA) เ พ่ือกระตุนการเจริญเติบโตจนมีคา OD600 

ประมาณ 0.3-0.4 ปเปตตใสหลอดเซนตริฟวจ ปริมาตร 25 มิลลิลิตร 2 หลอด แชน้ําแข็ง 20 นาที จากนั้นปน

เหวี่ยงท่ีความเร็ว 4000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แยกอาหารเหลวออกจาก

ตะกอนเซลลใหหมด แลวนําตะกอนเซลลมาทําใหเปนสารแขวนลอยดวย 0.1 โมลาร CaCl2 ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร (ในภาวะเย็นจัด) จากนั้นตกตะกอนเซลลดวยการปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที แลวแยกสวนสารละลาย CaCl2 ออกใหหมด แลวนําตะกอนเซลลมาทําใหเปน

สารแขวนลอยอีกครั้งดวยสารละลาย 0.1 โมลาร CaCl2 + 15% กลีเซอรอล ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แบงใส

หลอดไมโครเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลวเก็บท่ี -80 องศาเซลเซียส เพ่ือใชในการทรานฟอรเมชั่นรีคอม

บิแนนทพลาสมิดตอไป 

3.8 การทําปฏิกิริยาไลเกท 

 แทรกผลิตภัณฑ PCR ท่ีมีชิ้นสวนยีน PCC7418_1478 หรือ PCC7418_0729 ท่ีผานการตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI เขาสูเวกเตอรแสดงออก (pCold I) ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

BamHI และ NdeI โดยใชเอนไซมT4 DNA ligase (TAKARA, Japan) ซ่ึงในปฏิกิริยาประกอบดวย 10X T4 

DNA ligase buffer, pCold I ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI, ยีนกําหนดรหัส GST 

(PCC7418_1478 และ PCC7418_0729) ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamI โดยอัตราสวน

ความเขมขนระหวางเวกเตอรและชิ้นยีน คือ                    1 (40 ng) : 3 (120 ng) นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 65 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที แชในน้ําแข็ง จากนั้นเติมเอนไซม T4 DNA ligase ปริมาตร 4.5 ไมโครลิตร 

แลวบมท่ีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส ขามคืน  
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3.9 การทรานสฟอรมพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลเจาบาน 

 3.9.1 ทรานสฟอรมพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลเจาบาน 

 ป เปตตผลิตภัณฑจากปฏิ กิริยาไลเกท จากขอ 3 .8  (PCC7418_1478/pCold I และ 

PCC7418_0729/pCold I) ผสมลงในคอมพีเทนตเซลล (E.coli DH5α) ซ่ึงเปนชุดทดลอง สวนชุด

ควบคุมไดแก 1.) ปเปตต pColdI ท่ีไมถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะผสมลงในคอมพีเทนตเซลล 

(E.coli DH5α) 2.) ปเปตต pColdI ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI (Empty 

vector) ผสมลงในคอมพีเทนตเซลล (E.coli DH5α) แชในน้ําแข็งเปนเวลา 20 – 30 นาที แลวทํา

ปฏิกิริยา heat shock ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 วินาที แลวนํามาแชแข็งทันทีเปน

เวลา 5 นาที จากนั้นเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB (low salt) ปริมาตร 900 ไมโครลิตร นําไปบมท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยมีการเขยาตลอดเวลา เปนเวลา 1 ชั่วโมง ปนเหวี่ยงดวยความเร็ว 

12000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ท้ิงอาหารเหลว แลวเติมอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB (low salt) 

ปริมาตร 1000 ไมโครลิตร และเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร 

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

แอมพลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร เพ่ือคัดเลือกโคโลนีท่ีมีรีคอมบิแนนทพลาสมิด 

บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน(ไมควรเกิน 16 ชั่วโมง) แลวนํามาเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส 

 3.9.2 การตรวจสอบทรานสฟอรแมนท  

 สุมเลือกโคโลนีท่ีข้ึนบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งแข็ง LB (low salt) +  ยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลิ

นความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร จากขอ 3.9.1 แลวนํามาขีดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็งแข็ง LB 

(low salt) +  ยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร เพ่ือเพ่ิมจํานวน บม

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน นํามาตรวจสอบการรับพลาสมิดลูกผสมโดยวิธี โคโลนี PCR 

โดยมีภาวะดังนี้ 

PCC7418_1478/pColdI   

  Pre-denaturation  95 องศาเซลเซียส  10  นาที  

  Denaturation   95 องศาเซลเซียส  30  วินาที  

  Annealing   55 องศาเซลเซียส  1  นาที  
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  Extension   72 องศาเซลเซียส  30  วินาที   

  Final extension  72 องศาเซลเซียส  5  นาที  

  Holding   15 องศาเซลเซียส ∞ 

 PCC7418_0729/pColdI 

  Pre-denaturation  95 องศาเซลเซียส  10  นาที  

  Denaturation   95 องศาเซลเซียส  30  วินาที  

  Annealing   60 องศาเซลเซียส  1  นาที  

  Extension   72 องศาเซลเซียส  1  นาที   

  Final extension  72 องศาเซลเซียส  5  นาที  

  Holding   15 องศาเซลเซียส ∞ 

 จํานวน 50 รอบ แลวตรวจสอบผลิตภัณฑโคโลนี PCR ดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส 

 3.9.3 การยืนยันพลาสมิดลูกผสมจาก E.coli DH5α โดยการตรวจสอบด้วยเอนไซม์ตัดจาํเพาะ 

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

มิลลิลิตร ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เขยาตลอดเวลา ขามคืน แลวสกัดพลาสมิดโดยใช RBC Real Genomics HIYieldTM 

Plasmid Mini Kit (Life biomedical, UK) ปเปตตตัวอยาง 1.5 มิลลิลิตร ใสในหลอดไมโครเซนตริฟวจ

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที ท้ิงสวนใส ทําซํ้าจน

ตัวอยางหมด แลวสกัดพลาสมิดเชนเดียวกับขอ 3.5.1 แลวตรวจสอบพลาสมิดลูกผสมดวยการตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ โดยนําพลาสมิดลูกผสมมาผสมกับเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI บมท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน แลวนําพลาสมิดลูกผสมท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ 

BamHI มาตรวจสอบขนาดดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส 

3.10 การทรานสฟอรมพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลแสดงออก E.coli BL21 

 นําพลาสมิดลูกผสมท่ีสกัดไดจากขอ 3.9.3 ทรานสฟอรมเขาสูเซลลแสดงออก E.coli BL21 โดยมี

ข้ันตอนเหมือนขอ 3.9.1 แลวเลือกโคโลนีท่ีข้ึนบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง LB (low salt) +  ยาปฏิชีวนะแอมพลิ

ซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร เพ่ือนํามาวิเคราะหการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีน 
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3.11 การแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีน 

 3.11.1 การเหนี่ยวนําใหมีการแสดงออกของยีนกําหนดรหัส GST (PCC7418_1478) 

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

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

เลี้ยงเชื้อเหลว LB (low salt) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินความเขมขน  

50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยาตลอดเวลา ขามคืน จากนั้นปเปตต

ตัวอยาง ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว LB (low salt) ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ท่ี

มีการเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เขยาตลอดเวลา จนมีคา OD600 ประมาณ 0.5-0.6 แลนํามาบมท่ีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส 

30 นาที จากนั้นเติม IPTG ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1 มิลลิโมลาร แลวบมท่ีอุณหภูมิ 16 องศา

เซลเซียส ขามคืน โดยเขยาตลอดเวลา เพ่ือสกัดรีคอมบิแนนทรโปรตีนตอไป 

 3.11.2 การสกัดรีคอมบิแนนทโปรตีนจากตัวอยาง 

  เก็บตัวอยางเซลลควบคุม (E.coli DH5α) และเซลลแสดงออก (E.coli BL21) จากการเลี้ยง

ภายใตภาวะเหนี่ยวนําใหมีการแสดงออก ปริมาตร 6 มิลลิลิตร ดวยการปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12000 

รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที ดูดอาหารเลี้ยงเชื้อเหลวท้ิง แลวละลาย

ตะกอนเซลลดวยสารละลายทริส ไฮโดรคลอไรดบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร pH 8.0 ปริมาตร 

300 ไมโครลิตร หลังจากนั้นทําใหเซลลแตกโดยใชคลื่นเสียงความถ่ีสูง กําหนดคาแอมพลิจูด 30 

เปอรเซ็นต เปนเวลา 10 วินาที 10 นาที เก็บน้ําสวนใสท่ีไดจากการแตกเซลลโดยปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว

รอบ 12000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที วัดความเขมขนของโปรตีน

หยาบโดยวิธีแบรดฟอรด 

 3.11.3 การวัดความเขมขนของโปรตีนหยาบโดยวิธีแบรดฟอรด 

  นําโปรตีนหยาบท่ีสกัดได ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมกับแบรดฟอรดรีเอเจนต โดยใชชุดคิท 

Bio-Rad protein assay (dye reagent concentrate) (Bio-Rad Laboratories, USA) นําไปวัดคา

การดูดกลืนแสงท่ีชวงความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร และนําคาท่ีวัดไดมาคํานวณหาความเขมขนของ

โปรตีนหยาบตัวอยางโดยเปรียบเทียบกับโปรตีนมาตรฐานของโบไวนซีรัมอัลบูมิน (Bovine Serum 

Albumin; BSA) (ภาคผนวก จ.) ท่ีมีความเขมขนในชวง 2-20 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร 
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 3.11.4  การวิเคราะหโปรตีนโดยโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต พอลิอะคริลาไมด เจลอิเล็กโทรฟอเรซิส 

(SDS-PAGE) 

  นําโปรตีนหยาบท่ีสกัดไดมาวิเคราะหดวยวิธี SDS-PAGE โดยเตรียมเจลสําหรับทํา SDS-

PAGE ซ่ึงเตรียมจากวิธีมาตรฐาน (Laemmli, 1970) เจลสําหรับการทํา SDS-PAGE จะแบงเปน 2 

สวน คือ สารละลายเซพาเรติงเจล (Separating gel) ท่ีมีความเขมขน 10 %  และสารละลายสแต็ก

กิงเจล (Stacking gel) ท่ี มีความเขมขน 5 %   โดยเตรียมเจลในชุดคิท SDS-PAGE: Model 

MiniPROTEIN II® Tetra cell (Bio-Rad Laboratories, USA) แลวนําเจลท่ีเตรียมไดมาประกอบเขา

กับชุดคิทอิเล็กโทรโฟรีซิส แลวเติมรันนิ่งบัฟเฟอร (Running buffer)  ลงในชุดคิทอิเล็กโทรโฟรีซิสจน

เต็ม แลวนําโปรตีนหยาบท่ีสกัดไดจากขอ 3.11.2 มาปรับความเขมขนใหเทากับ 20, 40 และ 60 

ไมโครกรัม จากนั้นหยอดโปรตีนหยาบตัวอยางท่ีตองการทดสอบลงในหลุมเจล กําหนดใหกระแสไฟฟา

มี คาคงท่ีเทากับ 75 โวลต เปนเวลา 90 นาที แลวนําเจลมายอมดวย 1 % CBB (Coomassie 

brilliant blue)  เปนเวลา 20 นาที ลางสีสวนเกินดวย สารลางสี (Destaining solution)  ขามคืน 

แลวนําเจลมาวิเคราะห รายละเอียดการเตรียมสารเคมีท้ังหมดแสดงในภาคผนวก ฉ. 

 3.11.5 การวิเคราะหโปรตีนโดยเวสเทิรน บลอททิง (Western blotting) 

  เวสเทิรน บลอททิง ใชสําหรับศึกษาการแสดงออกของรีคอมบิแนนทรโปรตีนจากยีน 

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

(Timmons and Dunbar, 1990) ซ่ึงหลังจากการแยกโปรตีนดวยวิธี SDS-PAGE แลวยายโปรตีนไป

ยังแผนเมมเบรน PVDF ท่ีปรับสภาพดวยสารละลายเมทานอล 90%(V/V) เปนเวลา 10 วินาที จากนั้น

ลางดวยบัฟเฟอรเวสเทิรน บลอททิง (Western blotting buffer)  และทําการบลอทโปรตีนโดยใช 

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

แอมแปร เปนเวลา 50 นาที ปองกันการเกิดโปรตีนอ่ืนๆท่ีไมจําเพาะเขามาจับกับแผนเมมเบรนดวย

สารละลาย Skim milk 5% (W/V) เปนเวลา 1 ชั่วโมง ท้ิงสารละลายท่ีใชในการบล็อกโปรตีน 

(Blocking solution) ตอมานําแผนเมมเบรนไปบมกับแอนติบอดีปฐมภูมิ (Antibody raised against 

6-histidine, R&D system, USA) ขามคืน และลางดวยสารละลาย Skim milk 5% (W/V) 3 ครั้ง ใน

ระยะเวลา 20 นาที, 10 นาที และ 10 นาที ตามลําดับ จากนั้นลางอีกครั้งดวยบัฟเฟอร 1X PBS โดย

มีข้ันตอนการลางเหมือนตอนลางดวยสารละลาย Skim milk 5% (W/V) จากนั้นบมดวยแอนติบอดี

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

USA) เปนเวลา 2 ชั่วโมง และลางดวยสารละลาย Skim milk 5% (W/V) และ บัฟเฟอร 1X PBS 
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เหมือนข้ันตอนท่ีกลาวกอนหนานี้ ตรวจสอบผลโดยแชแผนเมมเบรนลงในสารละลายท่ีจําเพาะตอ

เอนไซมฮอสแรดิช เปอรออกซิ เดส  (Horseradish peroxidase) โดยใชชุ ด คิท Horseradish 

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

จะเกิดแบนท่ีจําเพาะตอโปรตีนเปาหมาย รายละเอียดการเตรียมสารเคมีท้ังหมดแสดงในภาคผนวก ช. 
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3.12 ออกแบบการทดลอง 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

 

4.1 ชีวสารสนเทศของยีนกําหนดรหัส Glutathione S-transferase (GST) จาก เอ็กซทรีโมไฟล 

     Halothece sp. PCC7418 

 จากฐานขอมูล KEGG พบวา เอ็กซทรีโมไฟล ไซยาโนแบคทีเรีย Halothece sp. PCC7418 มียีน

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

PCC7418_3557 จากการหาลําดับกรดอะมิโน และลําดับนิวคลีโอไทดของยีนกําหนดรหัส GST ท้ัง 4 ยีน จาก

ฐานขอมูล KEGG จะไดลําดับกรดอะมิโน และลําดับนิวคลีโอไทดดังแสดงในภาคผนวก ข และมีรายละเอียด

ของแตละยีนดังแสดงในตารางท่ี 4.1 อีกท้ังยังศึกษาคา Isoelectric point (pI) และมวลโมเลกุลของ GST แต

ละยีนจากฐานขอมูล ExPASy ดังแสดงในตารางท่ี 1 

ตารางท่ี 1 การวิเคราะหชีวสารสนเทศของ GST ใน Halothece sp. PCC7418 

  

จํานวนกรดอะมิโน 

(residue) 

จํานวน 

นิวคลีโอไทด  

(bp) 

มวลโมเลกุลท่ี

คํานวณไดทาง

ทฤษฎ ี 

(Da) 

 

คา pI ท่ีคํานวณได

ทางทฤษฎ ี

PCC7418_0647 183 552 20860.92 5.05 

PCC7418_0729 399 1200 46344.24 5.48 

PCC7418_1478 186 561 21579.78 5.44 

PCC7418_3557 266 801 29464.63 5.70 

 

 ไดวิเคราะหโดเมนโปรตีนของ GST ท้ัง 4 ยีน โดยการทํานายจากลําดับกรดอะมิโนของ GST ในแตละ

ยีน ผานการใชซอฟแวร SMART ดังแสดงในรูปภาพท่ี 4.1.1, 4.1.2, 4.1.3 และ 4.1.4 ซ่ึงพบวา GST ในแตละ

ยีน จะมีท้ังโดเมนดานปลาย N และโดเมนดานปลาย C ซ่ึงมีหลายรูปแบบ ยกเวนใน PCC7418_0729 จะมี

บางลักษณะท่ีเกิดจากการทํานายแลวพบวาไมมีโดเมนดานปลาย N  
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(ก) 

 
(ข) 

 

 

ภาพท่ี 4.1.1 โปรตีนโดเมนของ PCC7418_0647 ท่ีเกิดจากการทํานายจากลําดับกรดอะมิโน (ซอฟแวร    

SMART) (ก) กลองไลระดับสี แสดงถึงแฟมิลีของโปรตีนโดเมน เสนสีเทา แสดงถึงสายลําดับ

กรดอะมิโน (ข) ตารางท่ีแสดงถึงตําแหนงเริ่มตนและตําแหนงสุดทายของโดเมนดานปลาย N และ

โดเมนดานปลาย C แตละรูปแบบ และมีคา E-value ท่ีแสดงถึงความนาเชื่อถือโดยคา E-value ท่ี

มีคาต่ําจะมีความนาเชื่อถือมาก 
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(ก) 

 

(ข) 

 

 

ภาพท่ี 4.1.2 โดเมนโปรตีนของ PCC7418_0729 ท่ีเกิดจากการทํานายจากลําดับกรดอะมิโน             

(ก) กลองไลระดับสี แสดงถึงแฟมิลีของโปรตีนโดเมน เสนสีเทา แสดงถึงสายลําดับกรดอะมิโน (ข) 

ตารางท่ีแสดงถึงตําแหนงเริ่มตนและตําแหนงสุดทายของโดเมนดานปลาย N และโดเมนดานปลาย 

C แตละรูปแบบ และมีคา E-value ท่ีแสดงถึงความนาเชื่อถือ โดยคา E-value ท่ีมีคาต่ําจะมีความ

นาเชื่อถือมาก 
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(ก) 

 

(ข) 

 

 

ภาพท่ี 4.1.3 โดเมนโปรตีนของ PCC7418_1478 ท่ีเกิดจากการทํานายจากลําดับกรดอะมิโน             

(ก) กลองไลระดับสี แสดงถึงแฟมิลีของโปรตีนโดเมน เสนสีเทา แสดงถึงสายลําดับกรดอะมิโน 

กลองสีเขียว แสดงถึงบริเวณท่ีไมสามารถแสดงไดวาคืออะไร (Low complexity region)  (ข) 

ตารางท่ีแสดงถึงตําแหนงเริ่มตนและตําแหนงสุดทายของโดเมนดานปลาย N และโดเมนดานปลาย 

C แตละรูปแบบ และมีคา E-value ท่ีแสดงถึงความนาเชื่อถือ โดยคา E-value ท่ีมีคาต่ําจะมีความ

นาเชื่อถือมาก 
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(ก) 

 

(ข) 

 

 

ภาพท่ี 4.1.4 โดเมนโปรตีนของ PCC7418_3557 ท่ีเกิดจากการทํานายจากลําดับกรดอะมิโน              

(ก) กลองไลระดับสี แสดงถึงแฟมิลีของโปรตีนโดเมน เสนสีเทา แสดงถึงสายลําดับกรดอะมิโน 

กลองสีชมพู แสดงถึงบริเวณท่ีไมสามารถแสดงไดวาคืออะไร (ข) ตารางท่ีแสดงถึงตําแหนงเริ่มตน

และตําแหนงสุดทายของโดเมนดานปลาย N และโดเมนดานปลาย C แตละรูปแบบ และมีคา E-

value ท่ีแสดงถึงความนาเชื่อถือ โดยคา E-value ท่ีมีคาต่ําจะมีความนาเชื่อถือมาก 
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 จากผลการวิเคราะหทางชีวสารสนเทศของยีนกําหนดรหัส GST ใน Halothece sp. PCC7418 

งานวิจัยนี้จึงเลือกศึกษาจําเพาะเพียง 2 ยีน คือ PCC7418_0729 และ PCC7418_1478 เนื่องจากมี

คา pI ท่ีคํานวณไดทางทฤษฎีท่ีใกลเคียงกัน จึงไดวิเคราะหความสัมพันธและความหลากหลายของ 

GST จากยีน PCC7418_0729 และ PCC7418_1478 ใน Halothece sp. PCC7418 โดยใชโปรแกรม 

Protein blast เลือกชุดคําสั่ง BLASTp ในฐานขอมูล NCBI มีการตรวจสอบความเหมือนของลําดับ

กรดอะมิโนของ GST โดยใชการเรียงเทียบลําดับกรดอะมิโน (Multiple sequence alignment) ดวย

โปรแกรม Clustal Omega และสรางแผนภูมิตนไม โดยใชซอฟแวร MEGA 7.0 ดวยวิธี Neighbor-

Joining (NJ-method) และ กําหนดคา bootstrap เทากับ 1000 

 

 

ภาพท่ี 4.1.5 Putative conserved domain ของ GST ท่ีเกิดจากการวิเคราะหจากยีน 

PCC7418_1478 โดยใชโปรแกรม Protein blast เลือกชุดคําสั่ง BLASTp ในฐานขอมูล NCBI  
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ภาพท่ี 4.1.6 การเรียงเทียบลําดับกรดอะมิโนของ GST จากยีน PCC718_1478 กับ Ortholog 

(Multiple amino acid sequence alignment) โดยใชโปรแกรม Clustal Omega ซ่ึงใช

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

[Homo sapiens] (AAT06769.1)  เปน Outgroup โดยแสดงเปน Accession number ของ

สิ่งมีชีวิตแตละชนิด อีกท้ัง Identical residue จะถูกแสดงดวยสัญลักษณ “*”, conserved 

substitution residues ถูกแสดงดวยสัญลักษณ “:” และ semi-conserved substitution 

residues ถูกแสดงดวยสัญลักษณ “.”  
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                 โดยใชโปรแกรม Clustal Omega ใชลําดับกรดอะมิโนของ GST จากยีน PCC718_1478 และ 

Ortholog ไดแก  A: Homo sapiens (AAT06769.1), B: Cyanobacteria bacterium SW9 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

glutathione S-transferase A1 [Homo sapiens] (AAT06769.1) เปน Outgroup 

 

 
 

ภาพท่ี 4.1.7 แผนภูมิตนไม (Phylogenetic tree) ของ GST ท่ีแสดงออกจากยีน PCC718_1478 

(WP_015225543.1) โดยใชซอฟแวร MEGA 7.0 โดยวิธ ีNeighbor Joining (NJ) และ

กําหนดคา bootstrap เทากับ 1000 replicates แสดงรวมกับ accession number ของ

สิ่งมีชีวิตแตละชนิด ซ่ึงใชลําดับกรดอะมิโนของ glutathione S-transferase A1 [Homo 

sapiens] (AAT06769.1) เปน Outgroup 
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 จากภาพท่ี  4 .1 .5 -  4 .1 .7 และตาราง ท่ี  2  แสดงให เห็นว า  GST จากยีน  PCC7418_1478 

(WP_015225543.1) เปน GST ท่ีอยูใน GSTA ซูเปอรแฟมิลี โดยมีคา E-value ท่ีต่ําท่ีสุด จึงทําใหนาเชื่อถือ

ไดมากท่ีสุด และมีเปอรเซ็นตความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนท่ีสูงถึง 64.86% เม่ือเทียบกับ glutathione S-

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

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

Cyanobacteria bacterium SW_9_44_58 (PSO47553.1) โดยมีเปอรเซ็นตความเหมือนของลําดับกรดอะมิ

โน 62.50%  

 

 
 

ภาพท่ี 4.1.8 Putative conserved domain ของ GST ท่ีแสดงออกจากยีน PCC7418_0729  

โดยใชโปรแกรม Protein blast เลือกชุดคําสั่ง BLASTp ในฐานขอมูล NCBI 
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ภาพท่ี 4.1.9 เรียงเทียบลําดับกรดอะมิโนของ GST จากยีน PCC718_0729 กับ Ortholog (Multiple 

amino acid sequence alignment) โดยใชโปรแกรม Clustal Omega ซ่ึงใชลําดับกรดอะ

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

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

glutathione S-transferase family protein [Dactylococcopsis salina] 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

transferase A1 [Homo sapiens] (AAT06769.1) เปน Outgroup โดยแสดงเปน Accession 

number ของสิ่งมีชีวิตแตละชนิด อีกท้ัง Identical residue จะถูกแสดงดวยสัญลักษณ “*”, 

conserved substitution residues ถูกแสดงดวยสัญลักษณ “:” และ semi-conserved 

substitution residues ถูกแสดงดวยสัญลักษณ “.”  
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 โดยใชโปรแกรม Clustal Omega ใชลําดับกรดอะมิโนของ GST จากยีน PCC718_1478 และ 

Ortholog ไดแก A: Homo sapiens (AAT06769.1), B: Halothece sp. PCC 7418 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

(AAT06769.1)  เปน Outgroup 

 

ภาพท่ี 4.1.10 แผนภูมิตนไม (Phylogenetic tree) ของ GST ท่ีแสดงออกจากยีน PCC718_0729 

(WP_015225543.1) โดยใชซอฟแวร MEGA 7.0 โดยวิธี Neighbor Joining (NJ) และกําหนดคา 

bootstrap เทากับ 1000 replicates แสดงรวมกับ accession number ของสิ่งมีชีวิตแตละชนิด ซ่ึง
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ใชลํ าดับกรดอะมิโนของ glutathione S-transferase A1 [Homo sapiens] (AAT06769.1) เปน 

Outgroup 

 จากภาพท่ี 4.1.8–4.1.10 และ ตารางท่ี 3  แสดงให เห็นวา GST จากยีน PCC7418_0729 

(WP_015224827.1) เปน GST ท่ีอยูใน GSTA ซูเปอรแฟมิลี โดยมีคา E-value ท่ีต่ําท่ีสุด จึงทําใหนาเชื่อถือ

ไดมากท่ีสุด และมีเปอรเซ็นตความเหมือน (Identity) ท่ีสูงถึง 77.44 % เม่ือเทียบกับ glutathione S-

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

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

protein ของ Dactylococcopsis salina (WP_015230394.1) 

 จากการวิเคราะหขอมูลดวยฐานขอมูล NCBI พบวา GST จากยีน PCC7418_1478 และ 

PCC7418_0729 ใน Halothece sp. PCC7418 ถูกจัดใหอยูในกลุมของ GSTA ซูเปอรแฟมิลี เม่ือวิเคราะห

ลําดับสายวิวัฒนาการจาก phylogenetic tree จะเห็นไดวา GST ใน Halothece sp. PCC7418 ท่ีแสดงออก

จากยีนกําหนดรหัส 2 ยีน ไมมีความใกลชิดของสายวิวัฒนาการกับ GSTA1 ในมนุษยเลย อีกท้ังยังมีเปอรเซ็นต

ความเหมือนในระดับกรดอะมิโนท่ีต่ํา ซ่ึงอาจสรุปไดวา GST ใน Halothece sp. PCC7418 แมจะอยูใน

ซูเปอรแฟมิลีเดียวกันกับ GSTA1 ในมนุษย แตไมมีความใกลชิดกันของสายวิวัฒนาการ แสดงใหเห็นวาเอนไซม 

GST ในสิ่งมีชีวิตตางๆ มีความหลากหลายสูงมาก และหากจะจัดจําแนกคลาส GST ใน Halothece sp. 

PCC7418 จําเปนตองพิจารณาถึงองคประกอบอ่ืนๆ เพ่ิมเติม รวมถึงการศึกษาลักษณะเชิงคุณสมบัติของ

เอนไซม GST เพ่ือเปนการยืนยันถึงคลาสของ GST ดังกลาว อาจไมใช GST คลาส alpha อาจจะเปนคลาสอ่ืน 

เนื่องจาก GST คลาส alpha จะพบในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (Perperopoulou และคณะ, 2017) 

 

 จากฐานขอมูล KEGG และ NCBI ท่ีศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนกําหนดรหัส GST ท้ัง 2 ยีน จะได

ลําดับนิวคลีโอไทดดังแสดงในภาคผนวก ข และไดออกแบบไพรเมอรดวยโปรแกรม IDT OligoAnalyzer Tool 

ซ่ึงมีรายละเอียดของแตละไพรเมอรในตารางท่ี 2 
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ตารางท่ี 2 ไพรเมอรใชในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) ของยีนกําหนดรหัส GST ใน  

Halothece sp. PCC7418 

 

4.2 การสกัดจีโนมิกสดีเอ็นเอของ Halothece sp. PCC7418 

 เมือสกัดจีโนมิกสดีเอ็นเอ จาก Halothece sp. PCC7418 ดวย DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, 

Germany) แลวตรวจสอบคุณภาพดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส และหาความเขมขนของจีโนมิกสดีเอ็นเอดวย

เครื่องนาโนดรอป จากผลการตรวจคุณภาพ พบวาเกิดแถบแสดงขนาดดีเอ็นเอของ Halothece sp. PCC7418 

1 แถบ ซ่ึงมีขนาดใหญมากกวา 10,000 คูเบส เม่ือเทียบดวยดีเอ็นเอ มารกเกอร (Vivantis 9, Malaysia) ซ่ึง

คาดวานาจะเปนจีโนมิกสดีเอ็นเอท่ีตองการ อีกท้ังแถบดีเอ็นเอท่ีไดยังไมมีการแตกหัก ดังภาพท่ี 4.2 โดยมี

ความเขมขนเทากับ 47.1 นาโนกรัมตอไมโครลิตร และ 30.8 นาโนกรัมตอไมโครลิตร อีกท้ังอัตราสวนการ

ดูดกลืนแสง A260/A280 มีคา 1.99 และ 2.09 บงบอกไดวา จีโนมิกสดีเอ็นเอท่ีสกัดมีความบริสุทธิ์ (Morin และ

คณะ, 2010) จึงเหมาะสมท่ีจะนําไปใชเปนสารตั้งตนในการเพ่ิมจํานวนยีนเปาหมายดวยเทคนิค PCR ตอไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.2 ตรวจสอบคุณภาพของจีโนมิกสดีเอ็นเอ ท่ีสกัดจาก Halothece sp. PCC7418 ดวยวิธีเจล 

อิเล็กโทรโฟรีซิส (อะกาโรสเจลเตรียมดวยความเขมขนของอะกาโรสเจล 1.2 % (w/v) แลว 

Primer Sequence Tm 

(oC) 

Length 

(bp) 

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

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

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

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

M 10000 bp 
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                พรีแคสดวย 1X SYBR® Safe DNA Gel stain) M: ดีเอ็นเอ มารกเกอร (Vivantis 9, Malaysia) 

4.3 การเพ่ิมจํานวนยีนท่ีกําหนดรหัส GST ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) 

 เพ่ิมจํานวนยีนกําหนดรหัส GST (PCC7418_1478 และ PCC7418_0729) ดวยปฏิกิริยา 

 ลูกโซพอลิ เมอเรส จากจี โนมิกสดี เ อ็นเอของ Halothece sp. PCC7418 โดยใช เอนไซม  Taq DNA 

polymerase พบวาเกิดแถบแสดงขนาดดีเอ็นเอประมาณ 561 และ 1200 คูเบส ตามลําดับ ซ่ึงมีขนาดตรงกับ

ยีนกําหนดรหัส GST (ภาคผนวก ข.) ดังภาพท่ี 4.3 

 

               (ก)                                              

                                     
 

ภาพท่ี 4.3 เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) (อะกาโรสเจลเตรียม

ดวยความเขมขนของอะกาโรสเจล 1.2 % (w/v) แลวพรีแคสดวย 1X SYBR® Safe DNA Gel 

stain) M: ดีเอ็นเอ มารกเกอร (Vivantis 9, Malaysia) (ก) ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ

เรส ของยีน PCC7418_1478 โดยใชอุณหภูมิในระยะ Annealing คือ 55 องศาเซลเซียส (ข) ชอง

ท่ี 2: ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ของยีน PCC7418_1478 โดยใชอุณหภูมิในระยะ Annealing 

คือ 60 องศาเซลเซียส ชองท่ี 3: ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ของยีน PCC7418_1478 โดยใช

อุณหภูมิในระยะ Annealing คือ 50 องศาเซลเซียส  ชองท่ี 4: ผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิ

เมอเรส ของยีน PCC7418_0729 โดยใชอุณหภูมิในระยะ Annealing คือ 60 องศาเซลเซียส 

  

 4.3.1 การทําใหผลิตภัณฑท่ีไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) บริสุทธิ์ 

  นําผลิตภัณฑของยีนกําหนดรหัส GST ท้ัง PCC7418_1478 และ PCC7418_0729 ท่ีได

จากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส  มาทําใหบริสุทธิ์ดวย GenepHlowTM Gel/PCR Kit Quick 

Protocol (Geneaid, Taiwan) แลวตรวจสอบการทําใหผลิตภัณฑท่ีไดจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ

เรส  มีความบริสุทธิ์ โดยวิธ ี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส และวัดความเขมขนของผลิตภัณฑ PCR ท่ีผาน

การทําใหบริสุทธิ์แลวดวยเครื่องนาโนดรอป 2000 ซ่ึงจากการตรวจสอบพบวาเกิดแถบดีเอ็นเอ

M M (ข) 

500 bp 

1000 bp 

1500 bp 
1000 bp 

500 bp 
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ขนาดประมาณ 500 และ 1200 คูเบส ตามลําดับ ดังภาพท่ี 4.3.2 แลวมีความขมขนเทากับ 7.4 นา

โนกรัมตอไมโครลิตร และ 17.3 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ตามลําดับ อีกท้ังอัตราสวนการดูดกลืนแสง 

A260/A280 มีคา 1.87 และ 1.80 ตามลําดับ ซ่ึงบงบอกไดวาผลิตภัณฑ PCR มีความบริสุทธิ์ 

 

 

                                            
 

ภาพท่ี 4.3.1 เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของผลิตภัณฑจากปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) ท่ีบริสุทธิ์ (อะกา

โรสเจลเตรียมดวยความเขมขนของอะกาโรสเจล 1.2 % (w/v) แลวพรีแคสดวย 1X SYBR® 

Safe DNA Gel stain) M: ดีเอ็นเอ มารกเกอร (Vivantis 9, Malaysia) (ก) ผลิตภณัฑจาก

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ของยีน PCC7418_1478 ท่ีถูกทําใหบริสุทธิ์ (ข) ผลิตภัณฑจาก

ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ของยีน PCC7418_0729 ท่ีถูกทําใหบริสุทธิ์ 

 
4.4 เตรียมเวกเตอรแสดงออก pColdI 

 4.4.1 สกัดพลาสมิด pColdI จาก Escherichia coli DH5α และตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

NdeI และ BamHI 

 สกัดเวกเตอรแสดงออก pCold I จาก E.coli DH5α ดวย RBC Real Genomics HIYieldTM 

Plasmid Mini Kit (Life biomedical, UK) นําไปวัดความเขมขนของพลาสมิดโดย เครื่องนาโนด

รอป 2000 และตรวจสอบคุณภาพของพลาสมิดท่ีสกัดดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส และวัดความ

เขมขนดวยเครื่องนาโนดรอป 2000 มีความเขมขนเทากับ 53 นาโนกรัมตอไมโครลิตร จากนั้น

นําไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI โดยบมท่ี 37 องศาเซลเซียส ขามคืน แลว

ตรวจสอบคุณภาพดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส พบวา เกิดแถบของดีเอ็นเอ 1 แถบ ซ่ึงมีขนาด

(ก) (ข) 

500 bp 

1000 bp 
1000 bp 

500 bp 

1500 bp 

M M 
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ประมาณ 4400 คูเบส ซ่ึงเปนขนาดของ pCold I ดังภาพท่ี 4.4.1 จากนั้นตัดเจลตรงสวนท่ีเปน

แถบดีเอ็นเอของเวกเตอรแสดงออก pCold I ท่ีโดนตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI 

แลวสกัดออกมาจากเจลดวย GenepHlowTM Gel/PCR Kit Quick Protocol (Geneaid, Taiwan) 

นําไปวัดความเขมขนดวยเครื่องนาโนดรอป 2000 (Thermo Scientific, USA) มีความเขมขน

เทากับ 9 นาโนกรัมตอไมโครลิตร และอัตราสวนคาการดูดกลืนแสง A260/A280 มีคา 1.88 

 

 

 

                 

ภาพท่ี 4.4.1 เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของเวกเตอรแสดงออก pColdI (อะกาโรสเจลเตรียมดวยความเขมขน

ของอะกาโรสเจล 1.2 % (w/v) แลวพรีแคสดวย 1X SYBR® Safe DNA Gel stain) M: ดีเอ็นเอ 

มารกเกอร (Vivantis 9, Malaysia) (ก) ชองท่ี 2: เวกเตอรแสดงออก pColdI ท่ีไมโดนตัดดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ, ชองท่ี 3: เวกเตอรแสดงออก pColdI ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ BamHI 

อยางเดียว และ ชองท่ี 4: เวกเตอรแสดงออก pColdI ท่ีตัดดวยอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ 

BamHI (ข) เวกเตอรแสดงออก pCold I ท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI ท่ีสกัด

ออกมาจากเจล 

4.5 การทรานสฟอรมพลาสมิดลูกผสมเขาสูเซลลเจาบาน 

4000 bp 
5200 bp 

(ก) 

(ข) 

M 

M 

5200 bp 
4000 bp 
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 เม่ือโคลนยีนกําหนดรหัส GST (PCC7418_1478 และ PCC7418_0729) ท่ีถูกตัดดวยเอนไซมตัด

จําเพาะ NdeI และ BamHI เขาสูเวกเตอรแสดงออก pColdI แลว จึงทรานสฟอรมพลาสมิดลูกผสมเขาสูคอม

พีเทนตเซลล โดยทรานสฟอรมเขา E.coli DH5α จากนัน้นําเซลล์ทรานสฟอร์แมนท์มาเกล่ียบนอาหารแข็ง 

LB(low salt) ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร แลวนําโคโลนีท่ีเกิด

ไปขีดเชื้อลงบนอาหารแข็ง LB(low salt) ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/

มิลลิลตร เพ่ือเพ่ิมจํานวน บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน ตรวจสอบการรับพลาสมิดลูกผสมของท

รานสฟอรแมนทโดยวิธี โคโลนี PCR  

  4.5.1 การตรวจสอบทรานสฟอรแมนท และการยืนยันพลาสมิดลูกผสม           

PCC7418_1478/pColdI 

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

PCC7418_1478/pColdI ดวยวิธี โคโลนี PCR ไดดังภาพท่ี 4.5.1.1 พบวาเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงขนาด

ประมาณ 500 คูเบส จํานวน 2 แถว หรือจากโคโลนีจํานวน 2 โคโลนี จึงเลือกมา 1 โคโลนีเพ่ือไปทําการเตรียม

พลาสมิดและยืนยันความถูกตองของชิ้นยีน PCC7418_1478 โดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ 

BamHI ตอไป 

 

 

   

ภาพท่ี 4.5.1.1 เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของโคโลนี PCR (อะกาโรสเจลเตรียมดวยความเขมขนของอะกาโรส

เจล   1 % (w/v) แลวพรีแคสดวย 1X SYBR® Safe DNA Gel stain) M: ดีเอ็นเอ มารกเกอร  

(Vivantis 9, Malaysia) ทรานสฟอรแมนท (E.coli DH5α ) ของพลาสมิดลูกผสมท่ีโคลนยีน 

PCC7418_1478  

 

M 1 2 
ทรานสฟอรแมนท 

500 bp  

1000 bp  
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  นําโคโลนีของ E.coli DH5α ท่ีตรวจสอบดวยวิธ ีโคโลนี PCR แลวพบแถบดีเอ็นเอท่ีเปนของ

ชิ้นยีน PCC7418_1478 มาสกัดพลาสมิดลูกผสมดวย RBC Real Genomics HIYieldTM Plasmid 

Mini Kit (Life biomedical, UK) ตรวจสอบดวยการตัดกับเอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI 

แลวนําไปตรวจสอบคุณภาพดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส พบวาเกิดแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 

4400 คูเบส ซ่ึงใกลเคียงกับขนาดของเวกเตอรแสดงออก pColdI และเกิดแถบดีเอ็นเอขนาด

ประมาณ 500 คูเบส ซ่ึงใกลเคียงกับขนาดของชิ้นยีน PCC7418_1478 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.5.1.2 เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของการตัดพลาสมิดลูกผสมท่ีสกัดไดจาก E.coli DH5α ดวย

เอนไซมตัดจําเพาะ NdeI และ BamHI 2 ช่ัวโมง (อะกาโรสเจลเตรียมดวยความเขมขนของอะ

กาโรสเจล   1 % (w/v) แลวพรีแคสดวย 1X SYBR® Safe DNA Gel stain) M: ดีเอ็นเอ มารก

เกอร  (Vivantis 9, Malaysia)      

         

 

        

 

5200 bp  
4000 bp  

500 bp  

1000 bp  
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4.5.2 การตรวจสอบทรานสฟอรแมนท และการยืนยันพลาสมิดลูกผสม PCC7418_0729/pColdI 

 นําโคโลนีของทรานสฟอรแมนทมาตรวจสอบการรับพลาสมิดลูกผสม PCC7418_0729/pColdI ดวย

วิธี โคโลน ีPCR ไดดังภาพท่ี 4.5.1.2 พบวาไมเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงขนาดประมาณ 1200 คูเบส  

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 4.5.2 เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของโคโลนี PCR (อะกาโรสเจลเตรียมดวยความเขมขนของอะกาโรสเจล   

1 % (w/v) แลวพรีแคสดวย 1X SYBR® Safe DNA Gel stain) M: ดีเอ็นเอ มารกเกอร  

(Vivantis 9, Malaysia) ทรานสฟอรแมน (E.coli DH5α) ของพลาสมิดลูกผสมท่ีโคลนยีน 

PCC7418_0729  

 ซ่ึงจากการท่ีไมพบแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดประมาณ 1200 คูเบส อาจเกิดจากความเชมชนระหวาง

เวกเตอรและชิ้นยีนในปฏิกิริยาไลเกทไมเหมาะสม อาจจะตองเพ่ิมความเขมขนใหมากข้ึน ดังนั้นจึงศึกษาตอ

เฉพาะพลาสมิดลูกผสม PCC7418_1478/pColdI ในการแสดงออกของรีคอมบิแนนทโปรตีน 

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

ทรานสฟอรแมนท 

M 

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

ทรานสฟอรแมนท 

1000 bp  

1000 bp  

1500 bp  

1500 bp  
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4.6 การสกัดรีคอมบิแนนทโปรตีนจากตัวอยาง 

 นําพลาสมิดลูกผสมของยีน PCC7418_1478 ท่ีสกัดไดจาก E.coli DH5α ทรานสฟอรมเขา E.coli 

BL21 จากนัน้นําเซลล์ทรานสฟอร์แมนท์มาเกล่ียบนอาหารแข็ง LB(low salt) ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะแอม

พลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลตร ตรวจสอบทรานสฟอรแมนทดวยวิธี โคโลนี PCR แลว

ตรวจสอบคุณภาพดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ดังภาพท่ี 4.6 จากนั้นนําโคโลนี E.coli BL21 ท่ีรับพลาสมิดลูก

ผสม PCC7418_1478/pColdI ไปเลี้ยงในอาหารเหลว LB (low salt) ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินค

วามเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลติร บมท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพ่ือเตรียมเปนกลาเชื้อ จากนั้นถายโอน

ลงอาหารเหลว LB (low salt) ท่ีมีการเติมยาปฏิชีวนะแอมพลิซิลลินความเขมขน  50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร บม

ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพ่ือใหมีคา OD600 ประมาณ 0.5-0.6 แลวเหนี่ยวนําใหเกิดการแสดงออกของ

โปรตีนโดยเติม IPTG โดยใหความเขมขนสุดทายเปน 1 มิลลิโมลาร บมท่ี 16 องศาเซลเซียส ขามคืน เขยา

ตลอดเวลา เก็บตัวอยางเซลลควบคุม (E.coli DH5α) และเซลลแสดงออก (E.coli BL21) จากนั้นทําใหเซลล

แตกโดยใชคลื่นความถ่ีสูง ปนเหวี่ยง เก็บสวนน้ําใส ไปวัดความเขมขนของโปรตีนหยาบท่ีสกัดไดดวยวิธี แบรด

ฟอรด ซ่ึงนําคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 595 นาโนเมตรท่ีไดไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน (ภาคผนวก จ.) 

เพ่ือคํานวณหาคาความเขมขนของโปรตีนหยาบ ดังตารางท่ี 4  

 

 

 

ภาพท่ี 4.6 เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ของโคโลนี PCR (อะกาโรสเจลเตรียมดวยความเขมขนของอะกาโรสเจล   

1 % (w/v) แลวพรีแคสดวย 1X SYBR® Safe DNA Gel stain) M: ดีเอ็นเอ มารกเกอร  

(Vivantis 9, Malaysia) ทรานสฟอรแมนท (E.coli BL21) ของ PCC7418_1478/pColdI  

 

 

ทรานสฟอรแมนท 

M 

500 bp  

1000 bp  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
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ตารางท่ี 4 ความเขมขนของโปรตีนหยาบท่ีวัดดวยวิธีแบรดฟอรด 

แหลงของโปรตีน คาการดูดกลืนแสง (OD595) ความเขมขนของโปรตีน 

(ไมโครกรัมตอไมโครลิตร) 

E.coli DH5α 

ท่ีมี pColdI (empty vector) 

0.212 5.34 

E.coli DH5α 

ท่ีมี PCC7418_1478/pColdI 

0.110 2.77 

E.coli BL21 

ท่ีมี pColdI (empty vector) 

0.192 4.84 

E.coli BL21 

ท่ีมี PCC7418_1478/pColdI 

0.202 5.09 

 

 ผลจากการหาความเขมขนของโปรตีนหยาบดวยวิธีแบรดฟอรด พบวา E.coli DH5α ท่ีมี pColdI มี

ความเขมขนของโปรตีนหยาบสูงสุด และ E.coli DH5α ท่ีมี PCC7418_1478/pColdI มีความเขมขนของ

โปรตีนหยาบตํ่าสุด แตอยางไรก็ตาม วิธีแบรดฟอรดก็ไมสามารถยืนยันไดถึงการแสดงออกของรีคอมบิแนนท

โปรตีน จึงตองนําโปรตีนหยาบท่ีสกัดไดมาวิเคราะหดวยวิธี SDS-PAGE และ วิธีเวสเทิรน บลอททิง 

 4.6.1 การวิเคราะหโปรตีนโดยโซเดียม ซัลเฟต พอลิอะคริลาไมด เจลอิเล็กโทรฟอเรซิส (SDS-

PAGE) 

  นําสวนน้ําใสของโปรตีนหยาบท่ีไดจากการเหนี่ยวนําใหเกิดการผลิตโปรตีนปริมาณสูงในภาวะ

อุณหภูมิต่ํา (Cold-shock induction) ท้ังในเซลลควบคุม (E.coli DH5α) และเซลลแสดงออก (E.coli 

BL21) แลวนํามาวิเคราะหดวย SDS-PAGE พบวา โปรตีนจากทรานสฟอรแมนทท่ีมียีนกําหนดรหัส 

GST (PCC7418_1478) ไมมีแถบโปรตีนขนาดประมาณ 21 กิโลดาลตัน ซ่ึงเปนขนาดมวลโมเลกุลของ 

GST จากยีน PCC7418_1478  ซ่ึงคาดวา GST จากยีน PCC7418_1478 ไมเกิดการแสดงออกภายใต

สภาวะท่ีทดลอง 
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20 kD 

 

 

 

ภาพท่ี 4.6.1 วิเคราะหการแสดงออกของโปรตีน GST จากยีน PCC7418_1478 ภายใตภาวะการ

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

gel) โดยความเขมขนของโปรตีนไดแก 20 ไมโครกรัม (A1-D1), 40 ไมโครกรัม (A2-D2) และ 60 

ไมโครกรัม (A3-D3) กําหนดความตางกระแสไฟฟามี คาคงท่ีเทากับ 75 โวลต เปนเวลา 90 นาที 

แลวนําเจลมายอมดวย 1 % CBB (Coomassie brilliant blue) เปนเวลา 20 นาที ลางสี

สวนเกินดวย สารลางสี (Destaining solution) ขามคืน M: โปรตีนมารกเกอร Precision Plus 

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

                A: ทรานสฟอรแมนทท่ีมียีน PCC7418_1478 ใน E.coli DH5α 

                B: ทรานสฟอรแมนทท่ีมียีน PCC7418_1478 ใน E.coli BL21 

                C: ทรานสฟอรแมนทท่ีไมมียีน PCC7418_1478 ใน E.coli DH5α 

                D: ทรานสฟอรแมนทท่ีไมมียีน PCC7418_1478 ใน E.coli BL21 
 4.6.2 การวิเคราะหโปรตีนเปาหมายดวยวิธีเวสเทิรน บลอททิง 

 นําสวนน้ําใสของโปรตีนหยาบไดจากการเหนี่ยวนําใหเกิดการผลิตโปรตีนปริมาณสูงในภาวะ

อุณหภูมิ ตํ่า (Cold-shock induction) ท้ังในเซลลควบคุม (E.coli DH5α) และเซลลแสดงออก 

(E.coli BL21) นํามาตรวจจับสัญญาณการแสดงออกของโปรตีนเปาหมายดวยวิธีเวสเทิรน บลอททิง 

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

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

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

250 kD 

75 kD 

50 kD 

37 kD 

25 kD 
21 kD 
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(New Englands Biolabs, USA) จากนั้นตรวจสอบผลโดยแชแผนเมมเบรนลงในสารละลายท่ีจําเพาะ

ตอเอนไซมฮอสแรดิชเปอรออกซิเดส (Horseradish peroxidase) โดยใชชุดคิท Horseradish 

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

พบวา ไมมีสัญญาณของโปรตีนเปาหมายท่ีติดฉลากดวย 6X ฮิสทิดีน ดังนั้นจึงยืนยันไดวา GST จาก

ยีน PCC7418_1478 ไมเกิดการแสดงออก ภาพท่ี 4.6.2 

 

 

ภาพท่ี 4.6.2 ผลจากการทําเวสเทิรน บลอททิง โดยความเขมขนของโปรตีนคือ 20 ไมโครกรัม  

M: โปรตีนมารกเกอร Precision Plus ProteinTM Dual Color Standards (Bio-Rad 

Laboratories, USA) 

A: ทรานสฟอรแมนทท่ีมียีน PCC7418_1478 ใน E.coli DH5α 

                B: ทรานสฟอรแมนทท่ีมียีน PCC7418_1478 ใน E.coli BL21 

                        D: ทรานสฟอรแมนทท่ีไมมียีน PCC7418_1478 ใน E.coli BL21 
 

 

 

 

 

 

 

D A B M 

25 kD 

75 kD 

37 kD 
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บทท่ี 5 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 จากการวิเคราะหชีวสารสนเทศของยีนกําหนดรหัส GST ท้ัง PCC7418_1478 และ PCC7418_0729 

พบวาท้ัง 2 ยีนอยูในซูเปอรแฟมิลีเดียวกันคือ GstA โดย GST จากยีน PCC7418_1478 มีเปอรเซ็นตความ

เหมือนสูงสุดท่ีระดับกรดอะมิโนท่ี 64.86 % เม่ือเทียบกับ glutathione S-transferase family protein ของ 

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

Cyanobacteria bacterium SW_9_44_58 สวน GST จากยีน PCC7418_0729 มีเปอรเซ็นตความเหมือนท่ี

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

Dactylococcopsis salina และมีความสัมพันธใกลชิดกับ glutathione S-transferase family protein 

ของ D.salina แตเม่ือนําลําดับกรดอะมิโนของ PCC7418_1478 และ PCC7418_0729 ไปจัดเรียงเทียบกับ

ยีน GSTA1 ซ่ึงอยูใน GstA ซูเปอรแฟมิลีเหมือนกัน พบวามีคาเปอรเซ็นตความเหมือนท่ีระดับกรดอะมิโนท่ีต่ํา 

คือ 18.86% และ 17.31% ตามลําดับ อีกท้ังยังไมมีความสัมพันธท่ีใกลชิดอีกดวย ดังนั้น GST ท้ัง 2 ยีน 

อาจจะไมอยูในคลาส alpha ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Perperopoulou และคณะ ในป 2017 เนื่องจาก 

GST คลาส alpha จะพบแตในสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม อีกท้ังถาจะจัดใหเอนไซม GST อยูในคลาสเดียวกันตอง

มีเปอรเซ็นตความเหมือนท่ีระดับกรดอะมิโนมากกวา 40% อีกท้ัง GST ของ Pleurocapsa sp. PCC7319 

และ D.salina ก็ยังไมทราบคลาส ดังนั้นจึงควรศึกษาถึงลักษณะเชิงโครงสราง และลักษณะเชิงคุณสมบัติของ 

GST จากยีน PCC7418_1478 และ PCC7418_0729 เพ่ือจะไดจัดจําแนกคลาสตอไป 

 จากการสกัดจีโนมิกสดีเอ็นเอจาก Halothece sp. PCC7418 แลวตรวจสอบคุณภาพและขนาด ดวย

วิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส พบวาเกิดแถบดีเอ็นเอ 1 แถบ ท่ีคอนขางสมบูรณ (Intact) ซ่ึงมีขนาดมากกวา 

10,000 คูเบส จึงคาดวาเปน จีโนมิกสดีเอ็นเอ เลยนําไปวัดความเขมขนและคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่องนา

โนดรอป 2000 จะเห็นไดวามีความเขมขนมากกวา 30 นาโนกรัมตอไมโครลิตร สวนคา A260/A280 ท่ีบงบอกถึง

ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ ในแงของการปนเปอนโปรตีน (Morin และคณะ, 2010) มีคามากกวา 1.8 ซ่ึงแสดง

ไดวา จีโนมิกสดีเอ็นเอท่ีสกัดออกมามีการปนเปอนดวยโปรตีนต่ํา จึงมีความบริสุทธิ์สูง อีกท้ังเม่ือนําจีโนมิกสดี

เอ็นเอไปใชเปนสารตั้งตนในการเพ่ิมจํานวนยีนกําหนดรหัส GST ท้ัง PCC7418_1478 และ PCC7418_0729 

ดวยปฏิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) แลวตรวจสอบคุณภาพและขนาดดวยวิธี เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส พบวาเกิด

แถบดีเอ็นเอ 1 แถบ ซ่ึงมีขนาดประมาณ 500 คูเบส และ 1200 คูเบส ตามลําดับ ซ่ึงคาดวานาจะเปนยีน 

PCC7418_1478 และ PCC7418_0729 ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาดีเอ็นเอท่ีมีขนาดมากกวา 10000 คูเบส 

เปนจีโนมิกสดีเอ็นเอของ Halothece sp. PCC7418 และสามารถนํามาใชในการเพ่ิมจํานวนยีนท่ีสนใจในปฏิริ

ยาลูกโซพอลิเมอเรส (PCR) ได 

 ในการวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีนเปาหมาย ในงานวิจัยไดเลือกเวกเตอรสําหรับการแสดงออก

ของโปรตีนเปาหมายคือ pColdI ซ่ึงเปนเวกเตอรท่ีใชระบบ Cold shock ในการท่ีจะเหนี่ยวนําใหยีนเปาหมาย
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เกิดการแสดงออก ซ่ึงในระบบของ pColdI เปนท่ีนาสนใจ เพราะทําใหโปรตีนสามารถเกิดการแสดงออกไดท่ี

อุณหภูมิต่ํา ในท่ีนี้คือ 15 องศาเซลเซียส ซ่ึงการแสดงออกท่ีอุณหภูมิต่ํานี้ จะทําใหโปรตีนเปาหมายไมโดนยอย

สลายจากเอนไซมโปรติเอสชนิดตางๆได จึงเปนระบบท่ีสามารถทําใหโปรตีนเปาหมายโดยไมเกิดการสูญเสีย 

อีกท้ังระบบของเวกเตอร pColdI ยังสามารถเพ่ิมระดับการแสดงออกและสมบัติการละลายน้ําใหกับโปรตีน

เปาหมายไดอีกดวย  

 จากการวิเคราะหการแสดงออกของโปรตีนเปาหมายดวยวิธี SDS-PAGE พบวาทรานสฟอรแมนท่ีมียีน 

PCC7418_1478 ไมเกิดแถบโปรตีนท่ีมีขนาดประมาณ 21 กิโลดาลตัน (มวลโมเลกุลของ GST จากยีน 

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

GST จากยีน PCC7418_1478 ใหแนชัด จึงวิเคราะหการแสดงออกของ GST เปาหมายดวยวิธีเวสเทิรน 

บลอททิง โดยใชแอนติบอดีปฐมภูมิท่ีจําเพาะกับ 6X ฮิสทิดีน ซ่ึงติดฉลากอยูบนโปรตีนเปาหมาย (Antibody 

raised against 6-histidine) แตปรากฏวาไมพบสัญญาณของโปรตีน GST เปาหมายท่ีติดฉลากดวย 6X ฮิส

ทิดีน จึงสามารถยืนยันไดวา GST จากยีน PCC7418_1478 ไมแสดงออกภายใตภาวะท่ีทดลอง ซ่ึงอาจจะเกิด

จากหลายสาเหตุ  

 1. ความเขมขนของ IPTG ท่ีเติมลงไป อาจไมเหมาะสมท่ีจะทําใหเกิดการแสดงออกของ GST  

 2. เวลา และ อุณหภูมิในการบมเพาะเลี้ยงเซลลแสดงออก อาจไมเพียงพอ 

 3. ระยะเวลาในการเหนี่ยวนําใหเกิดการแสดงออกของยีนเปาหมายไมเพียงพอ 

ดังนั้น แนวทางแกไขปญหาเหลานี้ตองหาความเขมขนของ IPTG ใหม ท่ีเหมาะสมท่ีเหมาะสมกับการแสดงออก

ของยีนกําหนดรหัส GST ใน Halothece sp. PCC7418 ซ่ึงควรอยูในชวง 0.1 ถึง 1 มิลลิโมลาร อีกท้ังควร

เปลี่ยนระยะเวลาในการเหนี่ยวนําใหเกิดการแสดงออก รวมถึงอุณหภูมิ และเวลาในการบมเพาะเชื้อแสดงออก 

เพ่ือใหยีนไดเกิดการแสดงออก เพ่ือใชในการศึกษาตอไปได 
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ภาคผนวก ก. 

สูตรอาหารเล้ียงเช้ือ 

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

ภายใตภาวะปกติ (0.5 โมลาร NaCl) 

สารละลาย BG11 

NaNO3         1.5 กรัม 

K2HPO4         0.04 กรัม 

MgSO4.7H2O        0.075 กรัม 

CaCl2.2H2O        0.036 กรัม 

Na2CO3         0.02 กรัม 

EDTA.2Na        0.01 กรัม 

Citric acid        0.006 กรัม 

Ferric ammonium citrate      0.006 กรัม 

สารละลายแรธาต ุ

 H3BO3         2.83 กรัม 

 MnCl2.4H2O        1.81 กรัม 

 ZnSO4.7H2O        0.22 กรัม 

 Na2MoO4.2H2O        0.39 กรัม 

 CuSO4.5H2O        0.079 กรัม 

 Co(NO3)2.6H2O        0.049 กรัม 

สารละลาย Turk 

 NaCl         28.17 กรัม 

 KCl         0.67 กรัม 
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 MgSO4.7H2O        6.92 กรัม 

 MgCl2.6H2O        5.50 กรัม 

 CaCl2.2H2O        1.47 กรัม 

 

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

 สําหรับเลี้ยง E.coli DH5α และ E.coli BL21 

 NaCl         5 กรัม 

 Bacto Tryptone       10 กรัม 

 Yeast extract        5 กรัม 

 ผสมสวนผสมท้ังหมดเขาดวยกัน หากตองการเตรียมเปนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง เติมผงอะกาโรส 12 

กรัม แลวเติมน้ํากลั่น 1 ลิตร จากนั้นนําไปฆาเชื้อภายในตูอบฆาเชื้ออุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 

ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที ถาตองการใสยาปฏิชีวนะ ตองใสขณะท่ีอาหารมีอุณหภูมิอุน ซ่ึงความ

เขมขนสุดทายของยาปฏิชีวนะคือ 50 ไมโครกรัมตอไมโครลิตร 
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ภาคผนวก ข. 

ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนกําหนดรหัส GST ใน Halothece sp. PCC7418 

แถบสีเหลือง หมายถึงบริเวณท่ีไพรเมอรเขามาจับ 

1. PCC7418_1478 (561 นิวคลีโอไทด) 

ATGAAACTTTATTATCTTCCGTTAACCCGAGCCAGTCGCCCTCATTGGCTATTAGAAGAACTGGAAATTT

CCTATGAATTAATTCAAGTGACCCCTGATGAAATGTCGGAGAAACCAGAATATAAAGGACTCCATCCTCA

TGGTAAGATTCCAGTTTTAGTTGATGATAATATCACAATTCATGAATCTGCTGGAATTTGTGCTTATTTAG

CCGATCAATATCCTGATAAACAACTTGCTCCCTCTCTTATGAGTCCCGCAAGAGGCTATTATTATCAATG

GTTGTTTTATGCTGCGGTGACGTTAGAACCTCCTGTGGAACGATATCTTTTTCATGTTTTCCCTCATTTG

TCAGAGAAAGTATTACCTGATAGTGAATATGAAAACCTTTCTAAGGACGAAACATTACACTGGTTTGGAA

AAGTCTGTCAACCCCTCAATGACCACTTAAAAGAGAATCAATATCTCGTTGAAAATCAATTTACGGCTGC

TGATGTTATTACAGGTGGTGTTTTGTTTTGGGCGTTCAAAATAGGATTACTAAAAAAGAAACCCCCGTGA 

 

2. PCC7418_0729 (1200 นิวคลีโอไทด) 

ATGCAGGCACTGAGTTGGGAAGAATTAGAAAACCGTACAAATTTTGAAATTGATCGCGTTAATGGACCGA

CGAATGCACAATCTCGTTTACGCTTATTTGGGCGCGATGAATCGGAGGTTCGAGTGACGTTATACCGTGA

CCATCATGCTTGGTGTCCCTATTGTCAGAAAGTTTGGTTATGGTTAGAAGAAAAACAAGTTCCCTATCGT

GTGGAAAAAGTCACGATGTTTTGCTATGGGGATAAAGAGCGTTGGTATAAGCAGATTGTTCCTTCAGGGA

TGTTACCTGCGTTAAAACTCGATGATCGTTTGCTTACTGAAAGTGATGATATTTTAAGCCAACTTGAGCA

AACCTTCGGAACGCTGGGTTATAGTATGAACGATCGCGCCAGTATTGCCCTACGGAAGTTAGAACGACT

GTTATTTCGGGCGTGGTGTAGTTGGTTATGTGTTCCTGCGCGATCGCGCCGTGAAGACCAGTATAACCG

CCAACAGTTTACGGATGTGGTCTCCCAAGTTGAGGACGCGCTACAACAAACCCCGGGTCCTTATTTCCGA

GACAGCTTTAGCATTATTGATCTTATCTTTACCCCGTTTCTGGAACGGATGAACGCCAGTTTATTCTATT

ACAAAGGGTACTCCCTACGAGAAGAAAACCCTCAACTGGGCTTATGGTTTGATGGGATGGAACAGCGAT

CCACCTATCGCGGAACGCAAAGTGATTTTCATACCCACGTTCATGATTTACCCCCACAGATGGGCGGTTG

CTATGCTAACGATGAACCGCAAACAAAACTGAATCAAGCACGGGTGGATCAGGGACCTTGGCTAGGTTT

ACCTGATGTGATGTATCCTGAACCCGAAACCTCGCGAGAAGAAGCCTTACAACGGGTTTTAAAGCATCGA

GAGAACTTGTTAAACGTGAATCCAGCCTCAGAAGACTTATTTGAGGAAGCCTTGCGCTGTGCGTTAACCA

ATTTGATTACTGGTGAAGTGTGTTCTCCCCCTGCTGGATCAGCATCTGCATTAAGATATTTGCGCGATCG

CGTGAGTGTTCCTAGAGATATGTCGATTTATGCAGCCAAACGCTTACGAGAAGCCTTAGAAAACACCGCC
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AGCTTAGCTGGAGACGAACAAGGAACACCGATTCCAGTTCGACATCGGCGCGATCAAGATCCCGCGAAT

TTTGCAAAAGTTTGA 
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ภาคผนวก ค. 

แผนผังแสดงลําดับนิวคลีโอไทดของพลาสมิด pColdITM DNA 
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ภาคผนวก ง. 

วิธีการเตรียมสารเคมีสําหรับทําอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส 

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

   Tris base         48.4 กรัม 

  EDTA         3.72 กรัม 

  กรดแอซีติก        11.4 มิลลิลิตร 

  ละลายสวนผสมทุกอยางดวยน้ํากลั่นปริมาตร 1 ลิตร ถาตองการเจือจางใหไดสารละลายบัฟเฟอร 1X              

TAE ใหเจือจางดวยน้ํากลั่น 

2. 1.2% อะกาโรส เจล 

   ผงวุนอะกาโรส        0.24 กรัม 

   สารละลายบัฟเฟอร 1X TAE      20 มิลลิลิตร 

 ละลายผงอะกาโรสดวยความรอนจนกระท่ังละลายหมด รอใหสารละลายเย็นตัวลงแลวเติม SYBR®               

safe DNA gel stain ปริมาตร 4 ไมโครลิตร แลวผสมใหเขากัน 
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ภาคผนวก จ. 

กราฟมาตรฐานโปรตีน  

สําหรับวัดความเขมขนของโปรตีนในวิธี แบรดฟอรด 
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ภาคผนวก ฉ. 

วิธีการเตรียมสารเคมีสําหรับทําโซเดียมซัลเฟตพอลิอะคริลาไมดเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (SDS-PAGE) 

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

    อะคริลาไมด        29.2 กรัม 

    N, N’ เมทิลลีน บิส อะคริลาไมด      0.8 กรัม 

    ปรับปริมาตรสุดทายดวยน้ํากลั่นใหเทากับ 100 มิลลิลิตร 

2. สารละลายบัฟเฟอร ทริส ไฮโดรคลอริก (Tris-HCl) ความเขมขน 1.5 โมลาร pH 8.8 

    Trisma base (C4H11NO3)      18.17 กรัม 

ละลาย Trisma base ในน้ํากลั่นปริมาตร 80 มิลลิลิตร และปรับคา pH ของสารละลายใหเทา8.8

ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จากนั้นจึงปรับปริมาตรสุดทายใหเทากับ 100 มิลลิลิตร 

3. สารละลายบัฟเฟอร ทริส ไฮโดรคลอริก (Tris-HCl) ความเขมขน 0.5 โมลาร pH 6.8 

    Trisma base (C4H11NO3)      6.06 กรัม 

  ละลาย Trisma base ในน้ํากลั่นปริมาตร 80 มิลลิลิตร และปรับคา pH ของสารละลายใหเทากับ  

6.8 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จากนั้นจึงปรับปริมาตรสุดทายใหเทากับ 100 มิลลิลิตร 

4. สารละลายบัฟเฟอร ทริส ไฮโดรคลอริก (Tris-HCl) ความเขมขน 0.1 โมลาร pH 8.0 

    Trisma base (C4H11NO3)      1.21 กรัม 

ละลาย Trisma base ในน้ํากลั่นปริมาตร 80 มิลลิลิตร และปรับคา pH ของสารละลายใหเทากับ                            

8.0 ดวยกรดไฮโดรคลอริกเขมขน จากนั้นจึงปรับปริมาตรสุดทายใหเทากับ 100 มิลลิลิตร 

5. สารละลายโซเดียมโดเดซิลซัลเฟต 10 % 

    โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (SDS)      15 กรัม 

    น้ํากลั่นปลอดประจุ       150 มิลลิลิตร 

6. สารละลายเซพาเรติงเจล (Separating gel) ความเขมขน 10% 

   น้ํากลั่นปลอดประจุ       7.12 มิลลิลิตร 

   สารละลายบัฟเฟอร Tris-HCl ความเขมขน 1.5 โมลาร pH 8.8  4.5 มิลลิลิตร 

   10% SDS        180 ไมโครลิตร 
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    30% อะคริลาไมด       6 มิลลิลิตร 

    TEMED        15 ไมโครลิตร 

    APS (Ammonium persulphate)     50 ไมโครลิตร 

7. สารละลายสแต็กกิงเจล (Stacking gel) ความเขมขน 5% 

    น้ํากลั่นปลอดประจุ       2.8 มิลลิลิตร 

    สารละลายบัฟเฟอร Tris-HCl ความเขมขน 1.5 โมลาร pH 8.8  1.25 มิลลิลิตร 

    10% SDS        50 ไมโครลิตร 

    30% อะคริลาไมด       0.83 มิลลิลิตร 

    TEMED        5 ไมโครลิตร 

    APS (Ammonium persulphate)     50 ไมโครลิตร 

8. สารละลายบัฟเฟอรโปรตีนตัวอยาง 4X (4X protein loading buffer) 

    สารละลาย Tris-HCl ควาเขมขน 1 โมลาร pH 6.8    0.6 มิลลิลิตร 

    2-Mercaptoethanol       0.5 มิลลิลิตร 

    10% SDS        2 มิลลิลิตร 

    1% บรอมฟนอลบลู       1 มิลลิลิตร 

    50% กลีเซอรอล       5 มิลลิลิตร 

    น้ํากลั่นปลอดประจุ       0.9 มิลลิลิตร 

9. สารละลายรันนิ่งบัฟเฟอร 10X (10X Running buffer) 

    Trisma base (C4H11NO3)      30.2 กรัม 

    ไกลซีน         144 กรัม 

    โซเดียมลอริลซัลเฟต (Sodium lauryl sulfate)    10 กรัม 

    ผสมสารแตละชนิดใหเขากันดวยน้ํากลั่นปลอดประจุปริมาตร 1 ลิตร เก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมิหอง        

กอนนําสารละลายไปใช ตองเจือจางใหมีความเขมขนสุดทายเปน 1X ดวยน้ํากลั่นปลอดประจุ 
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10. สียอมคูแมซีบลู (Coomassie brilliant blue staining solution) 

    สคูีแมซีบลูบริลเลียนทบลูจี-250      1 กรัม 

    50% เมธานอล        500 มิลลิลิตร 

    10% กรดแอซีติกเขมขน       100 มิลลิลิตร 

    น้ํากลั่นปลอดประจุ       400 มิลลิลิตร 

11. สารละลายสําหรับลางสี (Destaining solution) 

    เมธานอล        200 มิลลิลิตร 

    กรดแอซีติก        70 มิลลิลิตร 

    น้ํากลั่นปลอดประจุ       730 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ช. 

วิธีการเตรียมสารเคมีสําหรับทําเวสเทิรน บลอททิง 

1. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน 1X (Phosphate buffer saline: PBS) pH 7.4 

    NaCl         8 กรัม 

    KCl         0.2 กรัม 

    Na2HPO4         1.44 กรัม 

    KH2PO4         0.24 กรัม 

                ละลายดวยน้ํากลั่นปลอดประจุ ปริมาตร 900 มิลลิลิตร ปรับ pH ใหได 7.4 ดวย HCl หรือ NaOH 

แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร 

2. สารละลาย 0.1% Tween 20 ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน 1X 

    Tween 20        1 มิลลิลิตร 

    สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน 1X     1 ลิตร 

3. Blocking solution 

    ผง Skim milk        5 กรัม 

    สารละลาย 0.1% Tween 20 ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรซาลีน 1X 100 มิลลิลิตร 

4. สารละลายบัฟเฟอรเวสเทิรนบลอททิง 

    Tris base        3 กรัม  

    ไกลซีน         14.4 กรัม 

    เมธานอล        200 มิลลิลิตร 

    น้ํากลั่นปลอดประจุ       800 มิลลิลตร 
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