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บทคัดย่อ 

 

 Pyridoxal 5-phosphate (PLP) เป็นรูปหนึ่งของวิตามินบีหก เป็นโคเอนไซม์ที่ส าคัญ ใน 

เมตาบอลิสม ของโปรตีน, คาร์โบไฮเดรท และลิพิด  ทั้งยังส าคัญต่อระบบประสาท การท างานของฮอร์โมน 

และการสังเคราะห์ฮีม อีกด้วย การสังเคราะห์วิตามินบีหก ใน (DXP)-independent de novo pathway 

พบว่า มียีน pdxS และ pdxT มาเกี่ยวข้อง เมื่อมีการแสดงออกของยีนแล้ว จะให้โปรตีน PDXS และ PDXT 

ซึ่งเมื่อรวมเป็นสารประกอบเชิงซ้อนแล้วจะให้เป็นเอนไซม์ pyridoxal 5-phosphate synthase (PLP 

synthase) โดยที่ PDXT จะเร่งให้เกิดการเปลี่ยน glutamine เป็น ammonia จากนั้น PDXS จะเร่งให้เกิด

การรวมตัวกันของ ribulose 5-phosphate (หรือ ribose 5-phosphate), glyceraldehyde-3-phosphate 

และ ammonia ได้วิตามินบีหก ในรูปของ PLP ในงานวิจัยครั้งนี้ ท าการโคลนและแสดงออกของ DNA ที่แปล

รหัสเป็นเอนไซม์ PLP synthase จากเชื้อ Geobacillus sp. H6a (Gh) จากน้ าพุร้อนทางภาคเหนือของ

ประเทศไทย ด้วยเทคนิค touchdown PCR  PLP synthase ประกอบด้วย สองโปรตีน คือ โปรตีน PDXS 

และ PDXT  จากยีน GhpdxS  และ  GhpdxT  ตามล าดับ   GhpdxS  มีขนาด  885 base pairs แปลรหัส

เป็นโปรตีนขนาด 294 amino acids ส่วน GhpdxT มีขนาด 591 base pairs แปลรหัสเป็นโปรตีนขนาด 196 

amino acids ท าการแทรกยีน GhpdxS และ GhpdxT  สู่พลาสมิด pET28a(+) ที่ต าแหน่งการตัดจ าเพาะ

ของ Nhe I และ BamH I แล้วย้ายเข้าสู่ E.coli BL21(DE3) จากนั้นตรวจสอบโคลนที่มียีนทั้งสองโดยวิธี 

digestion และ colony PCR ได้จ านวน 8  GhpdxS transformants และจ านวน 15 GhpdxT 

transformants จึงน า transformant ที่ 1 ของยีนทั้งสอง มาท าการเหนี่ยวน าให้เกิดการแสดงออกด้วย 1 

mM IPTG ที่อุณหภูมิ 37°C ในเวลา 0, 1, 3 และ 6 ชั่วโมง วิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่า

โปรตีน PDXS และ PDXT เป็นโปรตีนหลอมรวมกับ His-tag และ thrombin cleavage site และเป็นโปรตีน

ที่ละลายในส่วนของ cytoplasm มีขนาดเท่ากับ 32 kDa  และ 21 kDa ตามล าดับ   

 
 

ค าส าคัญ:  วิถีการสังเคราะห์วิตามินบีหก, เอนไซม์ pyridoxal 5-phosphate synthase, การแสดงออก
โปรตีน, โคลนนิ่ง, Pdx1, Pdx2   
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ABSTRACT 

 

Pyridoxal 5'-phosphate (PLP) is the biologically active form of vitamin B6 and is an 

important coenzyme for metabolism of protein, carbohydrate, lipid, nervous system, 

hormone and heme synthesis. The vitamin B6 biosynthesis in (DXP)-independent de novo 

pathway, pdxS and pdxT genes are involved, that gene encoded for PDXS and PDXT protein. 

The two proteins are form complex as a pyridoxal 5-phosphate synthase (PLP synthase): 

PDXT catalyzes the production of ammonia from glutamine and PDXS catalyzes the 

condensation of ribulose 5-phosphate (or ribose 5-phosphate), glyceraldehyde-3-phosphate 

and ammonia, PLP was produced from this process. In this study we cloned and expressed 

DNA coding for enzyme PLP synthase from Geobacillus sp. H6a (Gh) form hot springs in the 

North of Thailand by touchdown PCR. The PLP synthase consists of two proteins PDXS and 

PDXT that encoded by GhpdxS and GhpdxT genes, respectively. The GhpdxS had a length of 

885 base pairs (bp) encoding a protein of 294 amino acids (aa) and the GhpdxT had a length 

of 591 bp encoding a protein of 196 aa. We inserted GhpdxS and GhpdxT genes in pET28a(+) 

plasmids at restriction site of NheI and BamHI, transformed into E.coli BL21(DE3). Digestion 

and colony PCR methods were used for check recombinants. The results showed that it has 

8 and 15 transformants of GhpdxS and GhpdxT, respectively.  Both of No.1 transformants 

were selected for 1 mM IPTG induction at 37°C in 0, 1, 3 and 6 hours. The results of SDS-

PAGE showed that the fusion PDXS and PDXT proteins, with His-tag and a thrombin cleavage 

site, were soluble proteins in soluble cytoplasmic fraction with a molecular mass of 32 kDa 

and 21 kDa respectively.    

 

Keyword: De novo vitamin B6 biosynthesis pathway, Pyridoxal synthase, Pdx1, Pdx2, 

thermophilic bacteria, Protein expression, Cloning 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
 

วิตามินบีหกเป็นวิตามินที่ละลายน ้า ที่จ้าเป็นต่อร่างกายของคนและสัตว์ เนื่องจากไม่สามารถ
สังเคราะห์ได้เอง ประกอบด้วย 6 รูป ได้แก่ Pyridoxine (PN), Pyridoxal (PL), Pyridoxamine (PM) และ
อีก 3 รูปที่รวมอยู่กับฟอสเฟตในรูปของฟอสเฟตเอสเทอร์ ได้แก่ Pyridoxine 5’-phosphate (PNP), 
Pyridoxal 5’-phosphate (PLP), Pyridoxamine 5’-phosphate (PMP)  

วิตามินบีหกในรูปของ PLP เป็นโคแฟคเตอร์ที่จ้าเป็นในสิ่งมีชีวิตทุกชนิด และเกี่ยวข้องกับการเร่ง
ปฏิกิริยาของเอนไซม์มากกว่า 140 ปฏิกิริยา ซึ่งเอนไซม์ที่ใช้ PLP เป็นโคแฟคเตอร์ มีจ้านวน 5 กลุ่ม จาก
เอนไซม์ทั งหมด 6 กลุ่ม ตามการแบ่งกลุ่มของเอนไซม์ (enzyme class)  ได้แก่ EC 1 oxidoreductase, EC 
2 transferase, EC 3 hydrolase, EC 4 lyase และ EC 5 isomerase  จากการเป็นโคแฟคเตอร์ที่จ้าเป็น
ของเอนไซม์หลายกลุ่ม แสดงให้เห็นถึงหน้าที่ความส้าคัญของ PLP ในสิ่งมีชีวิตทุกชนิด ยกตัวอย่างเช่น 
ปฏิกิริยาในการเปลี่ยนรูปของกรดอะมิโนจาก L-form เป็น D-form หรือ การสังเคราะห์กรดไขมันไม่อ่ิมตัว
สายยาว (polyunsaturated fatty acid) รวมถึงการสังเคราะห์ DNA และการสังเคราะห์สารสื่อประสาท 
และยาปฏิชีวนะหลายชนิด (Mooney et al., 2009; Wallner et al., 2009) 

การผลิตวิตามินบีหกทางอุตสาหกรรมในปัจจุบัน ใช้วิธีการสังเคราะห์ทางเคมี (Chemical synthesis) 
(Lin, 2003) ซึ่งมีการใช้สารเคมีและสูญเสียพลังงานมากขึ น ส่งผลเสียต่อสภาวะแวดล้อม เพื่อลดผลเหล่านี  จึง
มีการพัฒนาโดยใช้ทรัพยากรทางชีวภาพ เช่น การผลิตวิตามินบีหกโดยใช้แบคทีเรีย (Hoshino et al., 2008) 
มาแทนที่เช่นเดียวกับการผลิตวิตามินบีสองและบีสิบสอง รวมถึงการผลิตวิตามินบีหกโดยการเปลี่ยนรูปของ
วิตามินบีหกให้อยู่ในรูปที่มีมูลค่าสูง โดยการใช้เอนไซม์ (Schell et al., 2009) การพัฒนาทั งหมดนี  ช่วยลด
ต้นทุนการผลิต ลดการใช้สารเคมีและพลังงานลง และท้าให้สิ่งแวดล้อมดีขึ นอีกด้วย 

 ในประเทศไทย ไม่สามารถผลิตวิตามินบีหกได้เอง จ้าเป็นต้องน้าเข้ามาจากต่างประเทศ จากสถิติการ
น้าเข้าที่ผ่านมาในปี 2549 มีการน้าเข้าวิตามินบีหกเป็นมูลค่า 120,474,343 บาท (กรมศุลกากร, 2553)  การ
ใช้วิตามินบีหกในปัจจุบัน น้ามาใช้เป็นยา อาหารเสริมสุขภาพและเป็นส่วนประกอบในอาหารสัตว์ และ
เครื่องส้าอาง รวมถึงในผลิตภัณฑ์อาหาร เช่นเครื่องดื่มต่าง ๆ  ที่ปรากฏในท้องตลาด และมีสถิติการส่งออกไป
ยังประเทศเพ่ือนบ้าน ได้แก่ พม่า มาเลย์เซีย และลาว ซึ่งปริมาณการส่งออกคาดว่าขึ นกับปริมาณที่เหลือใช้
ภายในประเทศ   

จากงานวิจัยที่ได้ท้าก่อนหน้านี  พบเชื อแบคทีเรียชอบร้อน Geobacillus sp. H6a ซึ่งคัดแยกจากบ่อ

น ้าพุร้อน  สามารถผลิตวิตามินบีหกออกภายนอกเซลล์ ได้สูงสุด 419.2 g/L เมื่อเลี ยงเป็นเวลา 5 วัน ในรูป
ของ PMP และ PM (Anutrakunchai et al., 2010a)  และพบยีนที่แปลรหัสเป็นเอนไซม์ PLP synthase 
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ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ท้าหน้าที่สังเคราะห์ PLP ในเชื อ Geobacillus sp. H6a (Anutrakunchai et al., 2010b)  
เอนไซม์ที่ได้จากแบคทีเรียชอบร้อน มีคุณสมบัติที่เหมาะสมต่อการน้าไปใช้ในอุตสาหกรรม เนื่องจากมีความ
ทนต่ออุณหภูมิสูงได้ดี ท้าให้ลดค่าใช้จ่ายในการควบคุมอุณหภูมิ (McMullan et al., 2004)   

การศึกษาเอนไซม์ PLP synthase ที่ท้าหน้าที่สังเคราะห์วิตามินบีหกขึ นมาใหม่ในแบคทีเรียชนิดนี   
เป็นสิ่งจ้าเป็น  เพราะนอกจากจะท้าให้เข้าใจเก่ียวกับวิถีการผลิตวิตามินบีหกในแบคทีเรียชนิดนี แล้ว ความรู้ที่
ได้รับ อาจสามารถน้าเอนไซม์ในวิถีการผลิตวิตามินบีหกมาใช้ให้เกิดประโยชน์ในอุตสาหกรรม เช่น การผลิต
วิตามินบีหกในรูปของ PLP จากเอนไซม์โดยตรง  หรือดัดแปลงแบคทีเรียชนิดนี  ให้มีการผลิตวิตามินบีหกได้
สูงขึ น ซึ่งเหมาะต่อการน้าไปใช้ในอุตสาหกรรม นอกจากนั น ข้อมูลที่ได้รับยังสามารถใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงให้กับ
เชื อชอบร้อนอ่ืน ๆ ในกลุ่มเดียวกันได้  
 
วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 
 

เพ่ือศึกษาคุณลักษณะของเอนไซม์ PLP synthase ที่ท้าหน้าที่สังเคราะห์วิตามินบีหกขึ นมาใหม่ ใน
เชื อชอบร้อน Geobacillus sp. H6a   
 
ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 
 

งานวิจัยนี  เป็นการศึกษาเอนไซม์ PLP synthase ที่ท้าหน้าที่สังเคราะห์วิตามินบีหกขึ นมาใหม่ ในเชื อ
ชอบร้อน Geobacillus sp. H6a   
 
ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
 

1. ได้ข้อมูลเอนไซม์ PLP synthase จากเชื อชอบร้อน Geobacillus sp. H6a เพ่ือเป็น แนวทาง
น้าไปสู่การพัฒนาเพื่อการใช้ประโยชน์ในเชิงพาณิชย์  

2.   ได้ข้อมูลเกี่ยวกับการสังเคราะห์วิตามินบีหกโดยเชื อแบคทีเรีย เพ่ือตีพิมพ์ใน  
        วารสารนานาชาติได้  
  

หน่วยงำนที่น ำผลกำรวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
 

มหาวิทยาลัยขอนแก่น องค์การเภสัชกรรม เกษตรกร 
 

ระยะเวลำที่ท ำกำรวิจัยและสถำนที่ท ำกำรทดลองหรือเก็บข้อมูล 
 



- 3 - 
 

 ระยะเวลาท้าการวิจัย 2 ปี (2556-2557) เริ่มต้นการทดลองเดือนตุลาคม 2555 สิ นสุดการทดลอง 
เดือนกันยายน 2557 โดยสถานที่ท้าการทดลองจะด้าเนินการที่ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

 
แผนกำรถ่ำยทอดเทคโนโลยีหรือผลกำรวิจัยสู่กลุ่มเป้ำหมำย 
 
        ผลการวิจัย จะถูกน้าไปเผยแพร่ โดยการน้าเสนอผลงานในการประชุมวิชาการที่เก่ียวข้อง และจะ
น้าไปใช้เป็นข้อมูลในการท้าวิจัยเพื่อขยายผลในเชิงพาณิชย์ 
 
ทฤษฎี สมมุติฐำน หรือกรอบแนวควำมคิดของโครงกำรวิจัย  
 

เนื่องจากวิตามินบีหกในรูปของ PLP ท้าหน้าที่เป็นโคแฟคเตอร์ที่ส้าคัญในการท้างานร่วมกับเอนไซม์
หลายชนิด เช่น transaminase, oxidoreductase ซึ่งเอนไซม์เหล่านี  สามารถน้ามาใช้ประโยชน์ใน
อุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น อุตสาหกรรมยา หรือการผลิตสารตั งต้น (precursor) เพ่ือใช้ในอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ 
(Weiner et al., 2011; Martin et al., 2007)  นอกจากนั น มูลค่าของ PLP ยังมีราคาสูง  (25 g/927.30 
$SGD) (Sigma catalog, 2010) 

ประเทศไทยเป็นประเทศที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยเฉพาะทางด้านจุลินทรีย์ แต่การน้า
ประโยชน์จากจุลินทรีย์มาใช้ในเชิงอุตสาหกรรมเพ่ิงจะเริ่มต้น และยังไม่มีรายงานการศึกษาการสังเคราะห์
วิตามินบีหกจากแบคทีเรีย รวมถึงการน้ามาพัฒนาใช้ในเชิงอุตสาหกรรม โดยเฉพาะจากเชื อชอบร้อน 

การศึกษาเอนไซม์ PLP synthase ในวิถีการผลิตวิตามินบีหก จากเชื อแบคทีเรียชอบร้อน 
Geobacillus sp. H6a ท้าให้สามารถน้าเอนไซม์ในวิถีการผลิตวิตามินบีหกมาใช้ให้เกิดประโยชน์  จาก  
ข้อมูลที่ได้จะช่วยให้มีการพัฒนาความรู้เกี่ยวกับการสังเคราะห์วิตามินบีหกโดยแบคทีเรีย  ยังอาจน้ามา
ประยุกต์ใช้ในการผลิตวิตามินบีหกในเชิงอุตสาหกรรมอีกด้วย 
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บทที่ 2 
วรรณกรรมและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
1.  วิตำมินบีหก 
 
 วิตามินบีหกเป็นวิตามินที่ละลายได้ในน ้า ถูกค้นพบครั งแรกเม่ือปี ค.ศ.1934 โดยกีเยอร์กี   มีโครงสร้าง
ที่พบทั่วไปในธรรมชาติจ้านวน 6 รูป คือ ไพริดอกซาล (pyridoxal; PL), ไพริดอกซีน (pyridoxine; PN), ไพริ
ดอกซามีน (pyridoxamine; PM), และอนุพันธ์ที่มีหมู่ฟอสเฟตในรูปฟอสเฟตเอสเทอร์ ได้แก่ ไพริดอกซาล

ฟอสเฟต (pyridoxal 5-phosphate; PLP), ไพริดอกซีนฟอสเฟต (pyridoxine 5-phosphate; PNP) และ 

ไพริดอกซามีนฟอสเฟต (pyridoxamine 5-phosphate; PMP)  (ดังรูปที่ 2.1) ซึ่งทุกรูปมีคุณสมบัติในการ
เป็นวิตามินบีหกเท่ากัน   ผลึกวิตามินบีหกเป็นสีขาว ไม่มีกลิ่น ละลายในน ้า ได้ดีและละลายในสารละลายที่
เป็นกรดและด่างได้ปานกลาง วิตามินบีหกสลายตัวได้ง่ายเมื่อถูกแสงแดด และสามารถทนความร้อนได้สูงเมื่อ
อยู่ในสภาวะกรด โดย PLP และ PMP เป็นรูปที่ท้าหน้าที่เป็นโคเอนไซม์ที่ช่วยในปฏิกิริยาเมตาบอลิซึมที่
ส้าคัญต่างๆ ในร่างกาย  
 

 
 

รูปที่ 2.1 แสดงสูตรโครงสร้างของวิตามินบีหกในแตล่ะรปูท่ีพบในธรรมชาติ 

 
 เนื่องจากร่างกายมนุษย์ไม่สามารถสังเคราะห์วิตามินบีหกได้เองจึงต้องได้รับจากแหล่งอาหารเท่านั น 
แหล่งอาหารที่พบวิตามินบีหก ได้แก่ พวกเมล็ดพืช เช่น เมล็ดทานตะวัน ข้าว ถั่ว กล้วย และพวกเนื อต่างๆ 
เช่น ปลา ไก่ ไข่ ตับ (Higdon, 2002)  

Pyridoxamine 

Pyridoxine 

Pyridoxal Pyridoxal 5-phosphate 

Pyridoxamine 5-phosphate 

Pyridoxine 5-phosphate 
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นอกจากนี ยังพบว่าวิตามินบีหกที่ได้จากพวกผลไม้นั นจะอยู่ในรูป PN ส่วนวิตามินบีหกที่ได้จากเนื อสัตว์
จะอยู่ในรูปของ PL และ PM ปริมาณวิตามินบีหกท่ีร่างกายต้องการจาก U.S.RDA ในเด็กอ่อน คือ 0.3 mg/
วัน และ 2 mg/วัน ส้าหรับผู้ใหญ่   วิตามินบีหกมีสารหรืออาหารเสริมฤทธิ์ ได้แก่ วิตามินบีรวม (B 
Complex) วิตามินบีหนึ่ง บีสอง บีห้า วิตามินซี วิตามินเอฟ (Linoleic acid) แมกนีเซียม และโปตัสเซียม 
ส่วนสารหรืออาหารต้านฤทธิ์  ได้แก่ ยาพวกคอร์ติโซน (Cortisone) ฮอร์โมนเอสโทรเจน (Estrogen) ยา
คุมก้าเนิดชนิดรับประทาน  

 
2.  บทบำทของวิตำมินบีหก 
 
 บทบาทที่ส้าคัญของวิตามินบีหกคือท้าหน้าที่เป็น “โคเอนไซม์” ในระบบต่างๆ โดยมีรูปที่ส้าคัญ คือ 
PLP ซึ่งท้าหน้าที่เป็นโคเอนไซม์ของเอนไซม์กว่า 100 ชนิด ในปฏิกิริยาชีวเคมีในร่างกาย และระบบต่างๆ ของ
สิ่งมีชีวิตที่ใช้ PLP เป็นโคเอนไซม์ ได้แก่ 

เมตำบอลิสมต่ำงๆ : PLP ท้าหน้าที่เป็นโคเอนไซม์ของเอนไซม์หลายชนิดในเมตาบอลิสมของกรดอะมิ
โน PLP จะสร้าง Schiff base ร่วมกับเอนไซม์ aminotransferases. โดย PLP จะสร้างพันธะโควาเลนท์ที่
กรดอะมิโนไลซีน เพ่ือเกิดเป็น Schiff base linkage (aldimine)  ในรูปที่เกิด Schiff base linkage นี  จะ
สามารถเกิดปฏิกิริยากับกรดอะมิโนอิสระหลายชนิด (สารตั งต้น) เพ่ือเปลี่ยนเป็นกรดอะมิโนอีกชนิด 
(ผลิตภัณฑ์) ดังแสดงในรูปที่ 2.2  ปฏิกิริยารวมแสดงดังสมการด้านล่าง  
 

amino acid (1) + α-keto acid (2)                        amino acid (2) + α-keto acid (1) 

ระบบประสำท : การสังเคราะห์สารสื่อประสาท เช่น เซราโทนิน (serotonin) ซึ่งเป็นฮอร์โมน ช่วยใน
การหดตัวของกล้ามเนื อเรียบ จากกรดอะมิโนทริปโทเฟน (tryptophan) ถูกเร่งปฏิกิริยาด้วยเอนไซม์ที่
ต้องการ PLP ในการท้างาน ส่วนสารสื่อประสารอ่ืนๆ เช่น โดปามีน (dopamine) นอร์อิพิเนฟริน 
(norepinephrine) และกรดแกมมาอะมิโนบิวทีริก (gamma-aminobutyric acid, GABA) ก็ถูกสร้างจาก
เอนไซม์ที่ต้องการ PLP เป็นโคเอนไซม์เช่นกัน 

กำรสร้ำงเม็ดเลือดแดง : PLP ท้าหน้าที่เป็นโคเอนไซม์ของ deta-aminolevulinic acid (ALA) 
synthetase ในการสังเคราะห์”ฮีม” (heme) ซึ่งเป็นส่วนประกอบของฮีโมโกลบิน ซึ่งพบได้ในเซลล์เม็ดเลือด
แดง โดยท้าหน้าที่ขนส่งออกซิเจนไปทั่วร่างกาย ทั ง PL และ PLP ต่างสามารถจับกับโมเลกุลของฮีโมโกลบิน 
และเพ่ิมประสิทธิภาพในการจับและปล่อยออกซิเจนได้ 

กำรสร้ำงไนอะซิน และไบโอติน : วิตามินอ่ืนๆ ที่ร่างกายต้องการ เช่น ไนอะซิน สามารถสังเคราะห์ได้
จากทริปโทเฟน ปฏิกิริยานี ต้องการ PLP เป็นโคเอนไซม์ ซึ่งหากได้รับไนอะซินจากอาหารเพียงพอแล้ว ก็จะ
ต้องการวิตามินบีหกลดลง นอกจากนี  PLP ยังเป็นโคเอนไซม์ของเอนไซม์ diaminopelargonic acid 
synthase ซ่ึงเร่งปฏิกิริยาที่เก่ียวข้องกับการสร้างไบโอติน 

Transaminase 
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รูปที่ 2.2 การเร่งปฏิกิริยา transamination โดย PLP (Pratt & Cornely, 2003) 
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ระบบฮอร์โมน : สเตียรอยด์ฮอร์โมน เช่น เอสโทรเจนและเทสโทสเตอโรน ออกฤทธิ์โดยจับกับตัว
ต้อนรับ (steroid hormone receptors) ในเซลล์นิวเคลียสและกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลงระดับยีน ใน
กรณีที่มีการหลั่ง สเตียรอยด์ฮอร์โมนมากเกินไป PLP จะจับกับตัวต้อนรับเพ่ือยับยั งไม่ให้จับฮอร์โมน การจับ
กันของ PLP กับตัวต้อนรับฮอร์โมนเอสโตรเจน โปรเจสเตอโรน เทสโทสเตอโรน และสเตียรอยด์ฮอร์โมนอ่ืนๆ 
จะช่วยลดการเกิดมะเร็งเต้านมและมะเร็งต่อมลูกหมากได้ 

กำรสังเครำะห์กรดนิวคลีอิก : PLP ท้าหน้าที่เป็นโคเอนไซม์ในเมตาบอลิสมของ single-carbon 
functional groups (one-carbon metabolism) เช่น ปฏิกิริยาการสังเคราะห์กรดนิวคลีอิก หากขาด
วิตามินบีหกในระบบภูมิคุ้มกันก็อาจส่งผลต่อการท้างานของ PLP ใน one-carbon metabolism ได ้
  จากประโยชน์ของวิตามินบีหกท่ีมีมากมายท้าให้วิตามินบีหกเป็นสารอาหารอีกชนิดหนึ่งที่ได้รับความ
สนใจในการน้ามาบริโภคเป็นอาหารเสริม และใช้เป็นส่วนผสมในอุตสาหกรรมอาหาร เครื่องส้าอาง เพ่ือเพ่ิม
มูลค่าให้กับสินค้า นอกจากนี  ยังถูกน้ามาใช้ในอุตสาหกรรมอาหารสัตว์เพ่ือเพ่ิมผลผลิตอีกด้วย 
 
3.  กำรผลิตวิตำมินบีหกโดยแบคทีเรีย 

 
การศึกษาเกี่ยวกับการสังเคราะห์วิตามินบีหกในแบคทีเรีย เริ่มต้นศึกษามานานหลายทศวรรษ แต่ก็

ยังคงไม่ทราบอย่างชัดเจนทั ง ๆ ที่โครงสร้างของวิตามินบีหกไม่ซับซ้อน  จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า
แบคทีเรียบางชนิดสามารถผลิตวิตามินบีหกได้ เช่น Acromobacter cycloclastes A.M.S. 6201 สามารถ
ผลิตวิตามินบีหกได้ 3-4 mg/L ในรูป PMP และ PL เป็นหลัก (Ishida and Shimura, 1970) และกลุ่ม
แบคทีเรียจากทะเล เช่น Vibrio strain M-31 ผลิตได้ 5 mg/L ในรูป PN และ PM เป็นหลัก และ 
Flavobacterium strain 238-7 ผลิตได้ 18 mg/L ในรูป PN เป็นหลัก (Tani et al., 1972)   เชื อกลาย
พันธุ์ เช่น Bacillus subtilis กลายพันธุ์ โดยผลิตได้ 2-5 mg/L ในรูป PLP (Tazoe et al., 1999, Belitsky, 
2004) เชื อแบคทีเรีย Sinorhizobium meliloti IFO 14782 ซึ่งสามารถผลิตวิตามินบีหกได้ถึง 84 mg/L ใน
รูป PN เป็นหลัก (Tazoe et al., 1999) และเชื อ Rhizobium sp. 6-1C1 โดยผลิตได้ 4.31 mg/L ในรูป PM 
และ PMP (Trongpanich et al., 2007)  นอกจากนี ยังมีเชื อชอบร้อน Geobacillus sp. H6a โดยผลิตได้ 
0.419 mg/L ในรูป PM และ PMP (Anutrakunchai et al., 2010a) 

นอกจากแบคทีเรียแล้วยีสต์ก็สามารถผลิตวิตามินบีหกได้ เช่น Saccharomyces microporus กลาย
พันธุ์ ที่ผลิตวิตามินบีหกได้ 3 mg/L ในรูป PN (Scherr and Rafelson, 1962) และ Pichia guilliermondi 
ผลิตได้ 25 mg/L ในรูป PL (Nishio et al., 1973) 

การผลิตวิตามินบีหกสามารถแบ่งได้เป็น 2 วิถี วิถีแรกคือวิถีกู้คืน (salvage pathway) ซึ่งเป็นการ
สังเคราะห์วิตามินบีหกโดยการเปลี่ยนรูปแบบของวิตามินบีหกภายใน 6 รูป โดยการใช้เอนไซม์ (ยานี ตรอง
พาณิชย์, 2546) พบได้ในสิ่งมีชีวิตทุกชนิด  และวิถีที่สอง เป็นการสังเคราะห์แบบ de novo (de novo 
biosynthesis pathway) พบในสิ่งมีชีวิตบางชนิด เช่น แบคทีเรีย, ยีสต์, รา และพืช   วิถีการสังเคราะห์แบบ 



- 8 - 
 

de novo นี  เป็นการสังเคราะห์วิตามินบีหกโดยใช้สารตัวกลางจากเมตาบอลิสมของคาร์โบไฮเดรต และ
กรดอะมิโน  

 
3.1 วิถีกู้คืน 

 วิถีกู้คืนสามารถสังเคราะห์วิตามินบีหกโดยการเปลี่ยนแปลงรูปของวิตามินบีหก ที่มีทั งหมด 6 รูป (รูปที่ 
2.3) โดยเอนไซม์ Pyridoxal kinase (pyridoxal phosphokinase; PDXK) (EC 2.7.1.35) ท้าหน้าที่เร่ง
ปฏิกิริยา phosphorylation ของ วิตามินบีหกในรูปอิสระ (PL/PM/PN) ให้ได้วิตามินบีหกในรูปฟอสเฟต 
(PLP/PMP/PNP) โดยท้างานร่วมกับ ATP (Newman et al., 2006; Park et al., 2004) ส่วน PMP และ 
PNP ถูกออกซิไดซ์เป็น PLP โดย PNP/PMP oxidase (PdxH) (Zhao and Winkler, 1996) นอกจากนั น 
PMP ยังสามารถถูกเปลี่ยนให้เป็น PLP โดยเอนไซม์ transaminase (Yoshikane et al., 2006)  มีรายงาน
เพ่ิมเติมเกี่ยวกับเอนไซม์ PL reductase ที่ท้าหน้าที่เปลี่ยนรูปของ PL ให้เป็น PN ซึ่งพบในยีสต์ 
Schizosaccharomyces pombe ที่คาดว่าน่าจะมีส่วนเกี่ยวข้องในวิถีกู้คืนอีกด้วย (Morita et al., 2004) 
 

 
 
รูปที่ 2.3 แสดงการสังเคราะห์วิตามินบีหกแบบวิถีกู้คืน โดยใช้พื นฐานข้อมูลจาก E. coli, ยีสต์, B. subtilis และมนุษย ์
(González et al., 2007) 

 
3.2 วิถี de novo 
การสังเคราะห์วิตามินบีหกแบบ de novo (de novo biosynthesis of vitamin B6) ซึ่งเป็นการ

สังเคราะห์วิตามินบีหกขึ นมาใหม่ ดังรูปที่ 2.4 สามารถแบ่งย่อยออกได้เป็นสองประเภท (Sakai et al., 2004) 
ประเภทแรกเรียกว่า deoxyxylulose 5’-phosphate (DXP)-dependent พบได้ในกลุ่ม eubacteria โดย
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ถูกศึกษามากที่สุดในแบคทีเรียแกรมลบ Escherichia coli ซึ่งพบว่ามีกลุ่มยีน Pdx ได้แก่ PdxA/J/H ที่ท้า
หน้าที่ในการสังเคราะห์วิตามินบีหก โดยใช้สารตั งต้นมาจากเมตาบอลิซึมของคาร์โบไฮเดรตทั งหมด ส่วน
ประเภทที่สองเรียกว่า DXP-independent ถูกศึกษาในแบคทีเรียแกรมบวก Bacillus subtilis ยีสต์ และพืช 
ซึ่งพบว่ามียีน yaaD และ yaaE ซึ่งอยู่ในกลุ่ม SNZ/SNO ท้าหน้าที่ในการสังเคราะห์วิตามินบีหก โดยใช้สาร
ตั งต้นมาจากเมตาบอลิซึมของคาร์โบไฮเดรตและกลูตามีน (Burns et al., 2005) 

 
3.2.1 วิถี de novo ประเภท DXP-dependent 

ในวิถีการสังเคราะห์แบบ de novo ประเภท DXP-dependent ประกอบไปด้วยสองวิถีย่อย วิถีย่อยที่
หนึ่งมีล้าดับของปฏิกิริยาที่คล้ายคลึงกับการสังเคราะห์กรดอะมิโนเซอรีน โดยเริ่มจาก D-Erythrose-4-
phosphate (E4P) สารตัวกลางในวิถีเพนโตสฟอสเฟต (pentose phosphate pathway) ซึ่ง E4P นั น 
นอกจากเป็นสารตั งต้นส้าหรับการสร้างวิตามินบีหกแล้ว ยังเป็นสารตั งต้นในการสร้างกรดอะมิโนที่มีโครงสร้าง
แบบวง (aromatic amino acid) เช่น  L-tryptophan, L-phenylalanine, L-tyrosine และวิตามินที่มี
โครงสร้างแบบวง (aromatic vitamins) เช่น p-aminobenzoate, p-hydroxybenzoate, 2,3-
dihydroxybenzoate อีกด้วย E4P ถูกออกซิไดซ์เป็น 4-Phosphoerythronate (4PE) โดย E4P 
dehydrogenase (Epd) และ 4PE จะถูกออกซิไดซ์ต่อโดย PdxB dehydrogenase (PdxB) ได้เป็น 3-
Hydroxy-4-phosphohydroxy alpha-ketobutyrate (HPHKB) เอนไซม์ PdxB ถูกถอดรหัสมาจากยีน 
PdxB ที่อยู่บนโครโมโซมของ E. coli    ทั ง Epd และ PdxB ใช้ NAD+ เป็นตัวรับอิเล็กตรอน จากนั น HPHKB 
จะถูกเปลี่ยนเป็น 4-Phosphohydroxy-L-threonine (4PHT)  โดย PdxF (SerC) transaminase ซึ่งเป็น
เอนไซม์ที่มี PLP เป็นโคเอนไซม์ และมีกรดอะมิโน กลูตาเมตเป็นตัวให้หมู่อะมิโน  ซึ่งยีน serC นี จะถอดรหัส
เป็นเอนไซม์ท่ีใช้สังเคราะห์ 4PHT ซึ่งเป็นหนึ่งในสองของสารตั งต้นของ PNP (Wetzel et al., 2004) 

วิถีย่อยที่สองเริ่มจาก D-Glyceraldehyde-3-phosphate (G3P) และไพรูเวท ซึ่งเป็นสารตั งต้นที่
ได้รับมาจากวิถีไกลโคลิซิส และวิถีเพนโตสฟอสเฟต  โดยทั งสองตัวจะถูกเปลี่ยนให้เป็น 1-deoxy-D-
xylulose-5-phosphate (DXP) โดยเอนไซม์ DXP synthese (Dxs) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ใช้ thiamine 
diphosphate เป็นโคแฟกเตอร์ DXP นั น นอกจากจะเป็นสารตั งต้นในการสร้างวิตามินบีหกแล้ว ยังเป็นสาร
ตั งต้นในการสร้าง isoprenoid และ thiamine (วิตามินบี1) ซึ่งเป็นสารที่จ้าเป็นในสิ่งมีชีวิตทุกชนิด   จากนั น 
DXP จากวิถีย่อยท่ีสองและ 4PHT ทีไ่ด้รับมาจากวิถีย่อยที่หนึ่ง จะถูกน้ามารวมกันและเปลี่ยนให้เป็น PNP ซึ่ง
เป็นวิตามินบีหกรูปแรกที่ถูกสร้างขึ นโดยเอนไซม์ 4PHT dehydrogenase (PdxA) และ PNP synthase 
(PdxJ) ซึ่งคาร์บอนที่เป็นแกนหลักในการสร้างวงแหวนของวิตามินบีหกได้มาจาก DXP   และ PNP ถูก
ออกซิไดซ์เป็น PLP โดย PdxH oxidase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่พบในวิถีกู้คืน (Mittenhuber, 2001) 

 ส้าหรับ S. meliloti นั นพบว่ามีวิถีการสังเคราะห์วิตามินบีหกที่ใกล้เคียงกับใน E. coli  โดยใช้สารตั ง
ต้น 2 ตัว คือ 1-deoxy-D-xylulose (DX) ที่สังเคราะห์ได้จาก pyruvate/glyceraldehyde และ 4-
hydroxy-L-threonine (4HT) ที่ได้จาก glycolaldehyde/glycine ทั ง DX และ 4HT นี เป็นสารตั งต้นใน
การสังเคราะห์ PN ในวิถีการสังเคราะห์วิตามินบีหก (Tazoe et al., 2002)   โดยเริ่มจาก DX และ 4HT 
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เปลี่ยนเป็น DXP และ 4PHT โดยเอนไซม์ xylulose kinase (Wungsintaweekul et al., 2001) และ
เอนไซม์ homoserine kinase (Shames et al., 1984; Farrington et al., 1993) ซึ่ง 4PHT นี จะถูก
ออกซิไดซ์โดย PdxA จากนั นจึงเข้ารวมกับ DXP โดยการท้างานของเอนไซม์ PdxJ เป็น PNP ซึ่งพบได้ใน E. 
coli เช่นกัน   เอนไซม์ PdxA และ PdxJ เป็นเอนไซม์ในขั นสุดท้ายในการสร้าง PNP แล้วจึงเข้าสู่วิถีกู้คืน และ
อาจน้าไปสู่การเปลี่ยน PNP เป็น PN โดยเอนไซม์ PNP phosphatase  นอกจากนี การสังเคราะห์ 4PHT 
ของ S. meliloti สามารถสร้างได้จาก glycolaldehyde แล้วเปลี่ยนเป็น 4PE เพ่ือสร้าง 4PHT ก็ได้   ซึ่งวิถี
การสังเคราะห์วิตามินบีหกของ S. meliloti พบว่ามีบางส่วนคล้ายกับ E. coli โดยยีน PdxR ใน S. meliloti 
นั นมีหน้าที่เหมือนกับ PdxB ใน E. coli โดยท้าหน้าที่เปลี่ยน 4PE เป็น HPHKB (Tazoe et al., 2006) 
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รูปที่ 2.4 แสดงวิถีการสังเคราะหว์ิตามินบีหกแบบ de novo ของเชื อ E. coli, S. meleloti  และ B. subtilis (Phimwapi, 2007)

อธิบำย: เส้นทึบคือวิถีการสังเคราะห์แบบ de novo ของ E. 
coli   เส้นไข่ปลาคือวิถีของ B. subtllis   และเส้นประคือวิถี
ของ S. meliloti   ซึ่ง PdxR ใน S. meliloti มีหน้าที่เหมือน 
PdxB ใน E. coli และบางส่วนของการสังเคราะห์ 4PHT กับ 
glycolaldehyde ที่ได้จาก E4P และ 4PE (ลูกศรเส้นประ) 
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3.2.2 วิถี de novo ประเภท DXP-independent 
ในวิถีการสังเคราะห์แบบ de novo ประเภท DXP-independent พบได้ในแบคทีเรียบางชนิด 

archaea และยูคารีโอต์  ในวิถีนี ถูกศึกษามากในแบคทีเรียแรมบวก B. subtilis มีการใช้น ้าตาล C5 
(ribose 5-phosphate หรือ riburose 5-phosphate) และน ้าตาล C3 (glyceraldehyde 3-phoaphate 
หรือ dihydroxyacetone phosphate) ดังรูปที่ 2.4 ซึ่งพบว่า B. subtilis ใช้ กลูตามีน และกลุ่มยีน 
YaaD/YaaE ซึ่งไม่พบใน E. coli (Raschle et al., 2005) 

 

4.  เอนไซม์ pyridoxal 5 phosphate synthase (PLP synthase) 
  

เอนไซม์ pyridoxal 5-phosphate synthase (PLP synthase) อยู่ในวิถี de novo ประเภท 
DXP-independent ประกอบด้วยโปรตีน PDXS (หรือเรียกในชื่ออ่ืนว่า PDX1 หรือ YaaD) และ PDXT 
(หรือเรียกในชื่ออ่ืนว่า PDX2 หรือ YaaE) รวมเป็นเอนไซม์ PLP synthase ทั ง PDXS และ PDXT ร่วมกัน
สังเคราะห์ PLP โดยใช้ ribose 5’-phosphate หรือ ribulose 5’-phosphate รวมกับ glyceraldehyde 
3’-phosphate หรือ dihydroxyacetone phosphate และ glutamine เป็น substrate (Itagaki et al., 
2013) โดยที่ PDXT ท้าหน้าที่เป็น glutamine amidotransferase จะเร่งให้เกิดการเปลี่ยน glutamine 
เป็น glutamate ดังรูปที่ 2.5 ให้ได้ ammonia เพ่ือใช้เป็นแหล่งของ ไนโตรเจน และส่งผ่าน 
hydrophobic channel  เข้าสู่ active site ของ PDXS และเร่งให้เกิดการรวมตัวกัน ได้วิตามินบีหก ในรูป
ของ PLP (Muller et al., 2008)  

 

 
 

รูปที่ 2.5 แสดงแผนภูมิการท้างานของโปรตีน PDXS และ PDXT ในการสังเคราะห์ PLP (ดัดแปลงจาก Muller et al., 
2008) 



- 13 - 
 

โครงสร้างของเอนไซม์ PLP synthase ประกอบด้วย 12 monomer ของโปรตีน PDXS และ 12 
monomer ของโปรตีน PDXT โดย โปรตีน PDXS ทั ง 12 หน่วย จะรวมกันเป็นโครงสร้างแบบ double 
hexameric ring (วงแหวนสองวงซ้อนกัน โดยที่แต่ละวงประกอบด้วย PDXS 6 หน่วย) โปรตีน PDXT แต่
ละหน่วยจะไม่จับกันเอง แต่จะจับกับโปรตีน PDXS ในอัตราส่วน 1:1 ท้าให้เกิดรูปทรงแบบฟันเฟือง 
(cogwheel) (Strohmeier et al., 2006) ดังรูปที่ 2.6  

แต่ละ monomer ของโปรตีน PDXS มีรูปทรงแบบ ()8 - barrel ดังรูปที่ 2.7 ส่วน monomer 

ของโปรตีน pdxT มีรูปทรงแบบ / three layer sandwich ที่ประกอบด้วย 12  strands, 6 -
helices และ 3 310 – helices ดังรูปที่ 2.8 (Strohmeier et al., 2006; Bauer et al., 2004 และ Zein 
et al., 2006) 

 

 
 
รูปที่ 2.6  โครงสร้างในระดับ quaternary (cogwheel) ของ PLP synthase ก: Top view, ข: Lateral view  
อัตราส่วนระหว่าง PDXS (หรือ PDX1) และ PDXT (หรือ PDX2) เป็น 1:1 ในการเกิดเป็นคอมเพล็กซ์ (ดัดแปลงจาก 
Strohmeier et al., 2006)  



- 14 - 
 

 
 
รูปที่ 2.7  โครงสร้างโปรตีน PDXS  ก: Topology diagram ของ PDXS monomer ข: โครงสร้าง 3 มิติของ PDXS 
monomer ค: hexameric ring ประกอบด้วย PDXS 6 หน่วย (Top view) ง: double hexameric ring ประกอบด้วย 
PDXS 12 หน่วย (lateral view) (ดัดแปลงจาก Zein et al., 2006; Bauer et al., 2004 และ Strohmeier et al., 
2006) 

 
 
รูปที่ 2.8  โครงสร้างโปรตีน PDXT  ก: Topology diagram ของ PDXT monomer ข: โครงสร้าง 3 มิติของ PDXT 
(Bauer et al., 2004)  
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5. กำรแสดงออกของโปรตีน (protein  expression) ในแบคทีเรีย 
 
 การท้า protein expression เป็นอีกเทคนิคหนึ่งที่เป็นทางเลือกให้กับนักพันธุวิศวกรรม ที่ต้องการ
จะผลิตโปรตีนที่ต้องการศึกษาในเวคเตอร์ที่ต้องการ โดยอาศัยเทคนิคทางพันธุวิศวกรรม โดยปกติแล้วใน
สิ่งมีชีวิตทั่วๆ ไปมีการผลิตโปรตีนในเซลล์อยู่แล้ว ซึ่งโปรตีนบางตัวถูกผลิตมากบ้าง น้อยบ้าง ดังนั นหากจะ
ท้าการสกัดโปรตีนเหล่านั นออกมาเพ่ือศึกษา อาจจะเป็นการยากหรือต้องใช้เวลานาน ดังนั นจึงมีเทคนิคที่
เรียกว่าการตัดต่อยีนเข้าเวคเตอร์และท้าการย้ายเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้านที่มีให้เลือกทั งโปรคารีโอต เช่น E.coli 
หรือยูคารีโอต เช่น yeast, insect cell, mammalian cell เรียกโปรตีนที่ได้ว่าโปรตีนเชื่อมต่อหรือโปรตีน
ลูกผสม (recombinant protein)  

 การแสดงออกของยีน (gene expression) เป็นกระบวนการที่เกี่ยวข้องกับ protein expression 
เพราะยีนเป็นแม่พิมพ์หรือต้นแบบให้มีการสร้างอาร์เอ็นเอและโปรตีนออกมา (ดังรูปที่ 2.9)  ดังนั นการ
แสดงออกของยีนจึงมีผลผลิตเป็นโปรตีน ซึ่งการควบคุมการแสดงออกของยีนประกอบด้วยขั นตอนสอง
ขั นตอนคือ ขั นตอนการถอดรหัสจากดีเอ็นเอเป็นอาร์เอ็นเอส่งข่าว (mRNA) และขั นตอนการแปลรหัสจาก
ล้าดับเบสของ mRNA เป็นล้าดับกรดอะมิโนของโปรตีน ส่วนใหญ่ในแบคทีเรียจะเกิดการควบคุมการ
แสดงออกของยีนในขั นตอนการแปลรหัส  
   
 

 

 

 
รูปที่ 2.9  แสดงการถอดรหสัและแปลรหสัของดีเอ็นเอ (Gibthai, 2008) 

 

ในแบคทีเรียการแสดงออกของโปรตีนจะมีการแสดงออกท่ีมีผลควบคุมมาจากยีนที่เป็นลักษณะเป็น

กลุ่มเรียกว่า โอเพอรอน (operon) ซึ่งประกอบด้วยยีนโครงสร้าง (structural gene) ยีนควบคุม 

(regulatory gene) และบริเวณบังคับการ (control site) ซึ่งแบ่งเป็นสองส่วนย่อยคือ ยีนส่งเสริม 

(promoter gene, p) และยีนด้าเนินการ (operator gene, o) ยีนควบคุมและยีนโครงสร้างจะมีข้อมูล

พันธุกรรมที่จะถูกถอดรหัสเป็น mRNA แล้วแปลเป็นล้าดับกรดอะมิโนของโปรตีนต่อไป ในกระบวนการ

แสดงออก (expression) ของยีนโครงสร้างหรือการสร้างโปรตีนจากยีนโครงสร้าง เอนไซม์ RNA 

polymerase จะเข้าจับที่ promoter แล้วเคลื่อนไปยังยีนโครงสร้างเพ่ือสังเคราะห์ mRNA แต่ถ้ามีตัว
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กดดันมาจับที่ operator gene จะท้าให้ RNA polymerase เข้าจับที่ promoter ไม่ได้ การสร้างโปรตีนก็

จะถูกยับยั ง (ดังรูปที่ 2.10)  ซึ่งเป็นที่มาของทฤษฎีโอเพอรอน ดังนั นนักวิทยาศาสตร์จึงใช้หลักการนี ในการ

สร้างรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ต้องการในเซลล์แบคทีเรียได้ โดยใช้ตัว inducer ชักน้าให้มีการผลิตโปรตีนให้

มากๆ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.10 การสร้างโปรตีนจากยนีโครงสร้าง เอนไซม์ RNA polymerase จะเข้าจับท่ี promoter แล้วเคลื่อนไปยังยีน
โครงสร้างเพื่อสังเคราะห์ mRNA แต่ถ้ามีตัวกดดันมาจับท่ี operator gene จะท้าให้ RNA polymerase เข้าจับที่ 
promoter ไม่ได้ การสร้างโปรตีนก็จะถูกยับยั ง (Gibthai, 2008)  
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6. กำรวัดปริมำณโปรตีนด้วยวิธี Dye binding assay (Bradford assay)  

 ในปี ค.ศ.1976 Bradford ได้พัฒนาวิธีนี ขึ น เพ่ือหลีกเลี่ยงข้อจ้ากัดของวิธี Biuret และ Lowry 
โดยใช้สารละลาย Comassie Brilliant Blue G-250 dye (รูปที่ 2.11) ในสารละลายกรด ซึ่งปกติจะมีค่า
การดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 465 nm แต่เมื่อ dye จับกับโปรตีนโดยเฉพาะ arginine หรือกรดอะมิโนกลุ่ม 
aromatic ภายใต้สภาวะที่เป็นกรด ได้ผลิตภัณฑ์ที่สามารถดูดกลืนแสงที่ 595 nm ซึ่งวิธีนี เป็นวิธีที่มีความ
ไวสูง (0.2-20 μg) อีกทั งยังเป็นวิธีที่มีความสะดวกและรวดเร็ว จึงเป็นที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย โดยสีจะ
เกิดขึ นหลังการผสมเพียง 2 นาที ตัวแทรกซ้อนที่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 nm 
ได้แก่ detergent เช่น Triton X และ sodium dodesyl sulphate  

                                    
รูปที่ 2.11 แสดงปฏิกิริยาของ Bradford protein assay (Wiley et al., 2011) 

 

7.  ควำมรู้เบื้องต้นเกี่ยวกับเชื้อ Geobacillus sp. H6a 
 

เชื อ Geobacillus sp. H6a ถูกคัดแยกจาก บ่อน ้าพุร้อน ในภาคเหนือของประเทศไทย เป็น
แบคทีเรียแกรมบวก มีรูปแท่ง (rod shape) และมี capsule อยู่ในกลุ่ม thermophilic bacteria สามารถ
เจริญได้ดีที่อุณหภูมิ 65oC และใช้ออกซิเจนในการเจริญ (รูปที่ 2.12) เชื อชนิดนี สามารถผลิตวิตามินบีหกได้
สูงที่สุดที่ 60oC, pH 7 เมื่อตรวจสอบรูปของวิตามินบีหกที่ผลิตขึ นโดยวิธี reverse phase HPLC พบว่า
ผลิตในรูป PM และ PMP เป็นหลัก ดังรูปที่ 2.13 (Anutrakulchai et al., 2010a) 
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รูปที่ 2.12 Scanning electron microscope ของเชื อ Geobacillus sp. H6a   

 

 
 
รูปที่ 2.13 โครมาโตแกรมของ HPLC ของอาหาร SM ที่เลี ยงเชื อ Geobacillus sp. H6a เป็นเวลา 40 ช่ัวโมง ที่ 60oC  
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บทที่ 3 
วิธีด ำเนินงำนวิจัย 

 

วัสดุ อุปกรณ์และสำรเคมี 
อุปกรณ์ 

เครื่อง autoclave (APL Co., Japan), อุปกรณ์ automatic pipette ขนาด 10µl, 100µl, 1000µl 

(BIO-RAD, USA), อุปกรณ์ automatic pipette ขนาด 5ml (JENCONS, UK), (GILSON, France), 

เครื่อง centrifuge 1000 series (LABQUIP, UK), cuvette 1ml และ 1.5ml, Digital camera, ตู้ 

incubator 30oC และ 37oC (Sheldon Manufacturing, Inc., USA), เครื่อง larminar Flow 

(PMV, Netherland), เครื่อง Microplate reader Benchmark (BIO-RAD, USA), ตู้ OVEN 

(STUART SCIENTIFIC, UK), ตู้ OVEN 50oC (GALLENKAMP, UK), เครื่อง pH meter (HACH, 

USA),  pH strip (MERCK, Germany), Plastic plate (Greiner bio-one, Austria), เครื่อง 

Shaker Incubator (GALLENKAMP, UK), เครื่อง Shaker Incubator (Bio-Shaker BR-300LF: 

TEITEC, Japan), Spectrophotometer (UV-1201V: SHIMASU, Japan), UV-Visible 

Spectrophotometer (UV-160A: SHIMADSU, Japan), Vortex mixture (EYELA Mixer MA-1, 

Japan), Water Bath-shaker (Heto, Denmark), เครื่องชั่ง 2 และ 4 ต้าแหน่ง (METTLER 

TOLEDO, Switzerland), นาฬิกาจับเวลา (Canon, China), Freezer -20°C (MIRAGE), Freezer -

70°C (NEW BRUBSWICK SCIENTIFIC), Gel Document (BIO- RAD), Centrifuge HITASHI 

HIMAC CR22GII 

สำรเคมี 
1 Kb DNA ladder (Sibenzyme), 100 bp DNA ladder (BIO-RAD), 10x  Reaction buffer + 

20mM MgCl2 (RBC),10x buffer M (ROCHE), 2-mercaptoethanol    (ACROS), Absolute 

ethanol (Carlo Erba), Acrylamide (GE healthcare), Agar for bacteriological  (Scharlau), 

Agarose (VIVANTIS), Ammonium persulfate (Carlo Erba), Bacto tryptone (DIFCO), 

BamH I (ROCHE), Bromophenol blue (FLUKA), Calcium chloride (RANKEM), Coomassi 

brilliant blue G250 (ACROS), Coomassi brilliant blue R250 (PANREAC), 

Deoxynucleotidetriphosphate (dNTP) (BIO-RAD), Ethanol (Italmar), Ethidium 

bromide(ACROS), Gel/PCR DNA Fragments Extraction kit (Geneaid), Glacial acetic acid 

(QROC), Glucose (Carlo Erba), Glycerol (DIFCO), Glycine (UNIVAR), High-Speed Plasmid 
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Mini Kit (Geneaid), Hydrochloric acid  (Carlo Erba), Isopropyl β-D-1-

thiogalactopyranoside (IPTG) (Fermentas), Kanamycin, Magnesium chloride (FLUKA), 

N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine (TEMED) (Fluka), N,N’-methylenebisacrylanide 

(GE healthcare), Nde I (Fermentas), Phosphoric acid (Carlo Erba), Potassium acetate, 

Primers (Bio basic), Sodium chloride (RANKEM), Sodium dodecyl sulphate  (APS Ajax 

Finechem), Sodium hydroxide (Carlo Erba), T4 DNA ligase (NEB), Taq DNA 

polymerase (RBC), Tris base (VIVANTIS), Yeast extract (HIMEDIA) 

จุลินทรีย ์
 -  เชื อแบคทีเรีย Geobacillus sp. H6a  
 -  เชื อแบคทีเรีย Escherichia coli BL21 (DE3) 
 

วิธีกำรด ำเนินงำนวิจัย 
1. กำรเพิ่มปริมำณยีน pdxS และ pdxT ของเอนไซม์ PLP synthase  

เตรียมส่วนผสม PCR reaction ปริมาตรรวม 25 µl โดยใช้ primers ดังแสดงในตารางที่ 3.1 ที่
จ้าเพาะต่อการเพ่ิมจ้านวนยีน pdxS และ pdxT (ต้าแหน่งที่ขีดเส้นใต้แสดง restriction site Nhe I และ 
BamH I ตามชื่อ primer) โดยใช้ genomic DNA ที่สกัดได้จากเชื อ Geobacillus sp.H6a เป็น template  

ท้า Touchdown PCR ตามขั นตอน Denature ใช้อุณหภูมิ 95°C 1 นาที ขั นตอน Annealing ใช้
อุณหภูมิ 62°C 1 นาที 3 รอบ, 60°C 1 นาที 4 รอบ, 58°C 1 นาที 23 รอบ และขั นตอน Extension ใช้
อุณหภูมิ 72°C 2 นาที ต่อด้วย 72°C อีก 10 นาที เพ่ือให้ปฏิกิริยาเกิดได้สมบูรณ์ ตรวจสอบด้วย 1.2% 
agarose gel electrophoresis โดยเทียบกับ 100 bp DNA ladder จากนั นท้าบริสุทธิ์ชิ นยีน pdxK โดย
ใช้ Gel / PCR DNA Fragments Extraction kit 

 
ตำรำงที่ 3.1  Primers และล้าดบันิวคลีโอไทด์ที่ใช้เพิ่มปริมาณยีน pdxS และ pdxT 

Gene Primer’s name Nucleotide sequences (53) 
pdxS FpdxSNhe ATTGCTAGCATGGCATTGACAGGTACGGACC 

RYaaDBam TTTTGGATCCTTACCAGCCGCGTTCTTGCATC 
pdxT 5YaaENhe AAAGCTAGCATGAAAATAGGTGTACTTGGACTGC 

3YaaEBam TTGGGATCCTTACTTGAGGCTTGACGCC 
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2. กำรเตรียม recombinant plasmid ที่มีชิ้นยีน pdxS และ pdxT   

น้าพลาสมิด pET-28a(+) และยีน pdxK ที่ผ่านการท้าบริสุทธิ์แล้ว มาตัดด้วย restriction site Nhe I 
และ BamH I ที่อุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 16 ชั่วโมง และน้าพลาสมิด pET-28a(+) และยีน pdxK ที่ผ่าน
การตัดด้วย Nhe I และ BamH I ไปท้าบริสุทธิ์อีกครั ง ก่อนน้าไปเชื่อมด้วย T4 DNA ligase ที่ 16°C เป็น
เวลา 16 ชั่วโมง 

 
3. กำร transformation recombinant plasmid ที่มีชิ้นยีน pdxS และ pdxT เข้ำสู่ E.coli 

BL21(DE3) 

เติม recombinant plasmid ลงใน E.coli BL21(DE3) competent cell ปริมาตร 100 µl แช่ใน

น ้าแข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนั นน้าไปบ่มที่อุณหภูมิ 42°C เป็นเวลา 3 นาที แล้วแช่ในน ้าแข็งทันที เป็น

เวลา 2 นาที จากนั นจึงเติม LB broth ลงไป ปริมาตร 900 µl จึงย้ายไปเลี ยงที่อุณหภูมิ 37°C เขย่า 180 

rpm เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั นจึงน้ามา centrifuge ที่ 8,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที แล้วจึง pipette 

medium 500 µl ทิ งไป ละลาย cell pellet ให้เข้ากัน แล้วน้าไป spread ลงบน LB agar plates ที่มี 

Kanamycin 50 µg/ml ปริมาตร 50 µl/plate แล้วจึงน้าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 12 ชั่วโมง  

ตรวจสอบโคโลนีที่มี recombinant plasmid ที่มีชิ นยีน pdxS และ pdxT โดยวิธี colony PCR 

4. กำรศึกษำอุณหภูมิที่เหมำะสมต่อกำรแสดงออกของโปรตีน recombinant His6-tagged PDXS 
และ PDXT   

 
น้า single colony เลี ยงในอาหาร LB broth 3 ml ที่มี Kanamycin 50 µg/ml เขย่าที่ 180 rpm 

อุณหภูมิ 37°C จนได้ค่า OD600 = 0.5 จากนั นย้ายลงในอาหารเลี ยงเชื อ LB broth 100 ml ในอัตราส่วน
เชื อต่ออาหาร 1:100 ที่อุณหภูมิ 37°C เขย่าที่ 180 rpm จนได้ค่า OD600 = 0.5 จากนั นแบ่งอาหารเลี ยง
เชื อออกเป็น 2 ส่วน โดยส่วนแรกเติม 1 mM IPTG เพ่ือเหนี่ยวน้าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน 
recombinant His6-tagged PDXS หรือ PDXT  ส่วนที่ 2 ไม่เติม IPTG (ส่วน control)  น้าทั ง 2 ส่วนไป
เลี ยงต่อที่อุณหภูมิ 25, 30 และ 37°C เขย่าที่ 180 rpm เก็บเซลล์ที่เวลา 0, 1, 3 และ 6 ชั่วโมง โดยการ 
centrifuge ที่ 10,000 rpm ที่ 4°C เป็นเวลา 10 นาที เติมบัฟเฟอร์ Phosphate buffer saline (PBS) 
pH 7.4 ปริมาตร 5 ml ที่มีส่วนผสมของ 1 mM PMSF  ลงใน cell pellet จากนั นน้าไป sonication 
เพ่ือให้เซลล์แตก ด้วย duty cycle 20%, output 3 เวลา 30 วินาที พัก 1 นาที 5 ครั ง เก็บส่วน 
supernatant โดยการ centrifuge ที่ 10,000 g อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 10 นาที จากนั นน้าส่วน pellet 
มาล้างด้วยบัฟเฟอร์ PBS 1 ml 2 ครั ง จากนั นจึงเติม 1%SDS 1.5 ml ละลายให้เข้ากันดี แล้วน้าไปอุ่นใน
น ้าร้อน เป็นเวลา 2 นาที น้าแต่ละส่วนไปหาปริมาณโปรตีน โดยวิธีของ Bradford เทียบกับโปรตีน BSA 
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มาตรฐาน (BSA protein standard) ปริมาณการแสดงออกของโปรตีนวิเคราะห์โดยการท้า SDS-PAGE 
และวัดความเข้มของแถบโปรตีนด้วยโปรแกรม  Quantity One (BIO-RAD) 
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บทที่ 4 
ผลกำรวิจัย 

 
จากการด้าเนินการวิจัย เพ่ือศึกษาเอนไซม์ PLP synthase ในวิถีการผลิตวิตามินบีหกแบบ de 

novo ในเชื อชอบร้อน Geobacillus sp. H6a  โดยเริ่มต้นจากการค้นหายีน pdxS และ pdxT ของ
เอนไซม์ PLP synthase ในเชื อ Geobacillus sp. H6a  และศึกษาโครงสร้างระดับต่าง ๆ จากล้าดับ
กรดอะมิโนของยีน GhpdxS และ GhpdxT ในขณะเดียวกัน ได้ท้าการเพ่ิมจ้านวนและเชื่อมเข้าสู่ 
expression vector pET-28a(+) และน้าเข้าสู่เชื อ E. coli จากนั นกระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของโปรตีน  
recombinant His6-tagged PDXS และ PDXT    

 
1. กำรจ ำแนกและกำรเพิ่มปริมำณยีน pdxS และ pdxT ของเอนไซม์ PLP synthase 

Primers ที่ใช้ในการเพ่ิมจ้านวนยีนของเอนไซม์ PLP synthase จากเชื อชอบร้อน Geobacillus 
sp. H6a ถูกออกแบบโดยใช้ข้อมูลจาก GenBank database และ Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes (KEGG) database   

จากการเพ่ิมจ้านวนยีนของ GhpdxS และ GhpdxT ได้ PCR product ขนาด 885 bp และ 591 
bp ตามล้าดับ ตรวจสอบความถูกต้องของ PCR product โดยหาล้าดับดีเอ็นเอโดยวิธี DNA sequencing 
ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 4.1 และ 4.2   

 

 
รูปที่ 4.1  แสดงล้าดับดีเอ็นเอจากยีน pdxS (885 bp) จากเชื อชอบร้อน Geobacillus sp. H6a ซึ่งถอดรหัสได้ 294 
กรดอะมิโน ในรูปแสดง start และ stop codon ; บริเวณที่ขีดเส้นใต้แสดงต้าแหน่ง primers ที่ใช้ในการท้า PCR และการ
หาล้าดับ DNA  
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รูปที่ 4.2   แสดงล้าดับดีเอ็นเอจากยีน pdxT (591 bp) จากเชื อชอบร้อน Geobacillus sp. H6a ซึ่งถอดรหัสได้ 196 
กรดอะมิโน ในรูปแสดง start และ stop codon ; บริเวณที่ขีดเส้นใต้แสดงต้าแหน่ง primers ที่ใช้ในการท้า PCR และการ
หาล้าดับ DNA  
 

ข้อมูลจากล้าดับดีเอ็นเอจากยีน GhpdxS และ GhpdxT ที่ถอดรหัสได้ 294 และ 196 กรดอะมิโน 
ตามล้าดับ ถูกน้าไปเปรียบเทียบกับข้อมูลที่มีอยู่ใน GenBank database และวิเคราะห์ความสัมพันธ์โดย 
bioinformatic analysis  ผลการวิเคราะห์แสดงดังรูปที่ 4.3 ซึ่งแสดงให้เห็นความสัมพันธ์ที่ใกล้ชิดกัน
ระหว่าง Gh6aPDXS และ Gh6aPDXT และโปรตีน PDXS และ PDXT จากเชื อชอบร้อน Geobacillus 
sp. อ่ืน ๆ  ซึ่งแสดงให้เห็นว่า ยีนที่ได้จากการเพ่ิมจ้านวนโดยวิธี PCR น่าจะเป็นยีนที่ถอดรหัสให้โปรตีน 
PDXS และ PDXT ซึ่งรวมกันเป็น คอมเพล็กซ์ของเอนไซม์ PLP synthase จริง  ล้าดับดีเอ็นเอที่ได้รับ ได้
ส่งไปเก็บในข้อมูลของ GenBank database โดยได้รหัสเป็น FJ497249 (ยีน pdxS) และ  FJ497250 (ยีน 
pdxT)  
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รูปที่ 4.3 แสดง Phylogenetic tree ของล้าดับกรดอะมิโนจากโปรตีน PDXS (หรือ PDX1) (ก) และ โปรตีน PDXT (หรือ 
PDX2) (ข) จาก Geobacillus sp. H6a. และโปรตีน PDX จากเชื อแบคทีเรียชนิดอื่น ๆ (Gs = Geobacillus 
strearothermophilus strain 10; Gk = Geobacillus kaustophilus; Gt = Geobacillus thermoleovorans ; 
GWCH70 = Geobacillus sp. CH70 ; B = Bacillus; Sta = Staptocoocus) 
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2. กำรวิเครำะห์ล ำดับกรดอะมิโนและโครงสร้ำงของโปรตีน GhPDXS และ GhPDXT  

การเปรียบเทียบล้าดับกรดอะมิโนของโปรตีน PDXS และ PDXT จากเชื อ Geobacillus sp และ 
Bacillus subtilis sub sp. 168 ใช้โปรแกรม Clustal W ผลการเปรียบเทียบล้าดับกรดอะมิโน พบว่า
โปรตีน GhPDXS มีความเหมือน (identity) ถึง 100% เมื่อเทียบกับโปรตีน PDX1 จากเชื อ G. 
kaustophilus HTA426 นอกจากนั นยังพบล้าดับกรดอะมิโนที่แสดง motif ของโปรตีนในกลุ่ม PDX1 
(LPVVNFAA GGVATPADAAL) และพบต้าแหน่งการจับของ substrate ได้แก่ ribulose 5-phosphate 
(RBP) และ dihydroxyacetone phosphate (DHAP) ดังแสดงในรูปที่ 4.4    

ผลจากการเปรียบเทียบล้าดับกรดอะมิโนของโปรตีน GhPDXT และกลุ่มโปรตีน PDX2 จาก เชื อ 
Geobacillus sp และ Bacillus subtilis sub sp. 168 พบว่าโปรตีน GhPDXT มีความเหมือน (identity) 
ถึง 100% เมื่อเทียบกับโปรตีน PDX2 จากเชื อ G. kaustophilus HTA426 และพบล้าดับกรดอะมิโนที่

แสดง motif ของโปรตีนในกลุ่ม PDX2 (GLILPGGESTT) นอกจากนั นยังพบ active site ของ 
glutaminase ในล้าดับกรดอะมิโนของ GhPDXT อีกด้วย (รูปที่ 4.5) 

การคาดเดาโครงสร้างระดับทุติยภูมิ (putative secondary structure) ของโปรตีน GhPDXS และ 
GhPDXT ถูกวิเคราะห์โดย Porter และการเปรียบเทียบโครงสร้างระดับตติยภูมิ (comparative tertiary 
structure) ถูกวิเคราะห์โดย SWISS-MODEL (www.expasy.org)  โครงสร้างระดับทุติยภูมิของโปรตีน 
GhPDXS ประกอบด้วย 15 alpha-helices และ 9 beta-sheets  โครงสร้างระดับตติยภูมิของโปรตีน 
GhPDXS มีความเหมือนกับ โปรตีน PDX1 จากเชื อ G. stearothermophilus (PDB ID: 1znn) (รูปที่ 4.6)  
โครงสร้างระดับทุติยภูมิของโปรตีน GhPDXT ประกอบด้วย 12 alpha-helices และ 8 beta-sheets 
โครงสร้างระดับตติยภูมิของโปรตีน GhPDXT ซึ่ งมีความเหมือนกับ โปรตีน PDX2 จากเชื อ G. 
stearothermophilus (PDB ID: 1q7r) (รูปที่ 4.7) 
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รูปที่ 4.4 แสดง Multiple alignment ของล้าดับกรดอะมิโนของโปรตีน GhPDXS (หรือ GhPDXS) เปรียบเทียบกับ
โปรตีน PDX1 จาก เชื อ Geobacillus sp และ Bacillus subtilis sub sp. 168 อักษรย่อ Gs: G. strearo-
thermophilus strain 10 (97% identities), Gk: G. kaustophilus HTA426 (100% identities), Gt: G. 
thermodenitrificans NG80-2 (99% identities), Gw: Geobacillus sp. CH70 (96% identities), และ BsYaaD: 
โปรตีน YaaD ของเชื อ B. subtilis sub sp. 168 (85% identities) สัญลักษณ์ (*) แสดงกรดอะมิโนที่ conserved 
(conserved residues) สัญลักษณ์ (:) แสดงกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันมาก (strongly similar residues) และ
สัญลักษณ์ (.) แสดงกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันน้อย (weakly similar residues) สีเทาแสดงต้าแหน่ง RBP binding 
site สีด้าแสดงต้าแหน่ง DHAP binding site ล้าดับกรดอะมิโน LPVVNFAA GGVATPADAAL แสดงต้าแหน่ง motif ของ
โปรตีนกลุ่ม PDX1  

   

                  10        20        30        40        50        60        70        80                
         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
GhPDX1   MALTGTDRVKRGMAEMQKGGVIMDVVNAEQAKIAEAAGAVAVMALERVPADIRAAGGVARMADPTVIEEVMNAVSIPVMA  
GsPDX1   MALTGTDRVKRGMAEMQKGGVIMDVVNAEQAKIAEAAGAVAVMALERVPADIRAAGGVARMADPTVIEEVMNAVSIPVMA  
GkPDX1   MALTGTDRVKRGMAEMQKGGVIMDVVNAEQAKIAEAAGAVAVMALERVPADIRAAGGVARMADPTVIEEVMNAVSIPVMA  
GtPDX1   MALTGTDRVKRGMAEMQKGGVIMDVVNAEQAKIAEAAGAVAVMALERVPADIRAAGGVARMADPTVVEEVMNAVSIPVMA  
GwPDX1   MAITGTDRVKRGMAEMQKGGVIMDVVNAEQAKIAEAAGAVAVMALERVPADIRAAGGVARMADPTVIEEVMKAVSIPVMA  
BsYaaD   MAQTGTERVKRGMAEMQKGGVIMDVINAEQAKIAEEAGAVAVMALERVPADIRAAGGVARMADPTIVEEVMNAVSIPVMA  
         ** ***:******************:********* *****************************::****:********  
 
 
                  90       100       110       120       130       140       150       160         
         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
GhPDX1   KVRIGHYVEARVLEALGVDYIDESEVLTPADEEFHIDKRQFTVPFVCGCRDLGEAARRIAEGASMLRTKGEPGTGNIVEA  
GsPDX1   KVRIGHYVEARVLEALGVDYIDESEVLTPADEEFHIDKRQFTVPFVCGCRDLGEAARRIAEGASMLRTKGEPGTGNIVEA  
GkPDX1   KVRIGHYVEARVLEALGVDYIDESEVLTPADEEFHIDKRQFTVPFVCGCRDLGEAARRIAEGASMLRTKGEPGTGNIVEA  
GtPDX1   KVRIGHYVEARVLEALGVDYIDESEVLTPADEEFHIDKRQFTVPFVCGCRDLGEAARRIAEGASMLRTKGEPGTGNIVEA  
GwPDX1   KARIGHYVEARVLEALGVDYIDESEVLTPADEEFHIDKRQFTVPFVCGCRDLGEASRRIAEGASMLRTKGEPGTGNIVEA  
BsYaaD   KARIGHIVEARVLEAMGVDYIDESEVLTPADEEFHLNKNEYTVPFVCGCRDLGEATRRIAEGASMLRTKGEPGTGNIVEA  
         *.**** ********:*******************::*.::**************:************************  
 
 
                 170       180       190       200       210       220       230       240        
         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
GhPDX1   VRHMRKVNAQIRKVVNMSEDELVAEAKQLGAPVEVLREIKRLGRLPVVNFAAGGVATPADAALMMHLGADGVFVGSGIFK  
GsPDX1   VRHMRKVNAQIRKVVNMSEDELVAEAKQLGAPVEVLREIKRLGRLPVVNFAAGGVTTPADAALMMHLGADGVFVGSGIFK  
GkPDX1   VRHMRKVNAQIRKVVNMSEDELVAEAKQLGAPVEVLREIKRLGRLPVVNFAAGGVATPADAALMMHLGADGVFVGSGIFK  
GtPDX1   VRHMRKVNAQIRKVVSMSEDELVAEAKQLGAPVEVLREIKRIGRLPVVNFAAGGVATPADAALMMHLGADGVFVGSGIFK  
GwPDX1   VRHMRKVNAQIRKVVSMSEDELVTEAKNLGAPVEVLREIKRLGRLPVVNFAAGGIATPADAALMMHLGADGVFVGSGIFK  
BsYaaD   VRHMRKVNAQVRKVVAMSEDELMTEAKNLGAPYELLLQIKKDGKLPVVNFAAGGVATPADAALMMQLGADGVFVGSGIFK  
         **********:**** ******::***:**** *:* :**: *:**********::*********:**************  

                                 LPVVNFAAGGVATPADAAL 
                                  Signature family of PDX1 

                 250       260       270       280       290     
         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 
GhPDX1   SENPEKYARAIVEATTHYEDYELIAHLSKGLGGAMRGIDIATLLPEHRMQERGW  
GsPDX1   SENPEKYARAIVEATTHYEDYELIAHLSKGLGGAMRGIDIATLLPEHRMQERGW  
GkPDX1   SENPEKYARAIVEATTHYEDYELIAHLSKGLGGAMRGIDIATLLPEHRMQERGW  
GtPDX1   SENPEKYARAIVEATTHYEDYELIAHLSKGLGGAMRGIDVATLLPEHRMQERGW  
GwPDX1   SENPEKYARAIVEATAHYEDYELIAHLSKGLGSAMRGIDVASLLPEQRMQERGW  
BsYaaD   SDNPAKFAKAIVEATTHFTDYKLIAELSKELGTAMKGIEISNLLPEQRMQERGW  
         *:** *:*:******:*: **:***.*** ** **:**:::.****:*******  
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รูปที่ 4.5 แสดง Multiple alignment ของล้าดับกรดอะมิโนของโปรตีน GhPDXT (หรือ GhPDX2) เปรียบเทียบกับ
โปรตีน PDX2 จาก เชื อ Geobacillus sp และ Bacillus subtilis sub sp. 168 อักษรย่อ Gs: G. strearo-
thermophilus strain 10 (96% identities), Gk: G. kaustophilus HTA426 (100% identities), Gt: G. 
thermodenitrificans NG80-2 (93% identities), Gw: Geobacillus sp. CH70 (84% identities), และ BsYaaE: 
โปรตีน YaaE ของเชื อ B. subtilis sub sp. 168 (69% identities) สัญลักษณ์ (*) แสดงกรดอะมิโนที่ conserved 
(conserved residues) สัญลักษณ์ (:) แสดงกรดอะมิโนที่มีความเหมือนกันมาก (strongly similar residues) และ
สัญลักษณ์ (.) แสดงกรดอะมิโนท่ีมีความเหมือนกันน้อย (weakly similar residues) สีเทาแสดงต้าแหน่ง active site ของ 
glutaminase ล้าดับกรดอะมิโน GLILPGGESTT แสดงต้าแหน่ง motif ของโปรตีนกลุ่ม PDX2  

  

                  10        20        30        40        50        60        70        80   
         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
GhPDX2   -MKIGVLGLQGAVREHVRAIEACGAEAVIVKKPEQLEGLDGLVLPGGESTTMRRLIDRYGLMEPLKQFAAAGKPMFGTCA  
GkPDX2   -MKIGVLGLQGAVREHVRAIEACGAEAVIVKKPEQLEGLDGLVLPGGESTTMRRLIDRYGLMEPLKQFAAAGKPMFGTCA  
GsPDX2   -MKIGVLGLQGAVREHVRAIEACGAEAVIVKKSEQLEGLDGLVLPGGESTTXRRLIDRYGLXEPLKQFAAAGKPXFGTCA  
GtPDX2   -MKIGVLGLQGAVQEHVRAIEACGAEAVVVKKTEQLTGLDGLVLPGGESTTMRRLIDRYGLMEPLKQFAADGKPMFGTCA  
GwPDX2   MMKIGVLGLQGAVQEHVRSIEACGAEAVVVKKIEQLEEIDGLILPGGESTTMRRLMDKYGFIEPLKQFAAAGKPMFGTCA  
BsYaaE   MLTIGVLGLQGAVREHIHAIEACGAAGLVVKRPEQLNEVDGLILPGGESTTMRRLIDTYQFMEPLREFAAQGKPMFGTCA  
          :.**********:**:::****** .::**: ***  :***:******** ***:* * : ***::*** *** *****  

                GLILPGGESTT 
                Signature family of PDX2 

                  90       100       110       120       130       140       150       160  
         ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
GhPDX2   GLILLAKRIVGYDEPHLGLMDITVERNSFGRQRESFEAELSIKGVGDGFVGVFIRAPHIVEAGDGVDVLATYNDRIVAAR  
GkPDX2   GLILLAKRIVGYDEPHLGLMDITVERNSFGRQRESFEAELSIKGVGDGFVGVFIRAPHIVEAGDGVDVLATYNDRIVAAR  
GsPDX2   GLILLAKRIVGYDEPHLGLXDITVERNSFGRQRESFEAELSIKGVGDGFVGVFIRAPHIVEAGDGVDVLATYNDRIVAAR  
GtPDX2   GLILLAKRIVGYDEPHLGLMDITVERNSFGRQRESFEAELSIKGVGDGFVGVFIRAPHIVEVGDEVEVLATYNDRIVAAR  
GwPDX2   GLILLAKRIVGYDEPHLGLMDITVERNSFGRQRESFEAELSIAGVADDFIGVFIRAPHIVEVGEDVEVLAKYEGRIVAAR  
BsYaaE   GLIILAKEIAGSDNPHLGLLNVVVERNSFGRQVDSFEADLTIKGLDEPFTGVFIRAPHILEAGENVEVLSEHNGRIVAAK  
         ***:***.*.* *:***** ::.********* :****:*:* *: : * *********:*.*: *:**: ::.*****:  
 
 
                 170       180       190         
         ....|....|....|....|....|....|....|.. 
GhPDX2   QGQFLGCSFHPELTDDHRLMQYFLNMVKEAKMASSLK  
GkPDX2   QGQFLGCSFHPELTDDHRLMQYFLNMVKEAKMASSLK  
GsPDX2   QGQFLGCSFHPELTDDHRLXQYFLNXVKEAKXASSLK  
GtPDX2   QGQFLGCSFHPELTDDHRLMRYFLNMVKEAKTVSSI-  
GwPDX2   QGQFLGCSFHPELTDDYRMTQYFLNMVKEAKA-----  
BsYaaE   QGQFLGCSFHPELTEDHRVTQLFVEMVEEYKQKALV-  
         **************:*:*: : *:: *:* *        
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ก) 

 

ข)  

 

รูปที่ 4.6 แสดงโครงสร้างที่คาดเดา (putative structure) ของโปรตีน GhPDXS (หรือ GhPDX1)  (ก) โครงสร้างระดับ
ทุติยภูมิของโปรตีน GhPDXS ประกอบด้วย 15 alpha-helices และ 9 beta-sheets  ต้าแหน่ง motif ของกลุ่มโปรตีน 
PdxS/SNZ แสดงในกรอบสีแดง (ข) โครงสร้างระดับตติยภูมิของโปรตีน GhPDXS ซึ่งมีความเหมือนกับ โปรตีน PDX1 
จากเชื อ G. stearothermophilus (PDB ID: 1znn) 
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ก) 

 

ข) 

 

 

รูปที่ 4.7  แสดงโครงสร้างที่คาดเดา (putative structure) ของโปรตีน GhPDXT (หรือ GhPDX2)  (ก) โครงสร้างระดับ
ทุติยภูมิของโปรตีน GhPDXT ประกอบด้วย 12 alpha-helices และ 8 beta-sheets ต้าแหน่ง motif ของกลุ่มโปรตีน 
PdxT/SNO แสดงในกรอบสีเขียว และต้าแหน่ง active site (Cys78-His169-Glu171) แสดงในกรอบสีเหลือง (ข) 
โครงสร้างระดับตติยภูมิของโปรตีน GhPDXT ซึ่งมีความเหมือนกับ โปรตีน PDX2 จากเชื อ G. stearothermophilus 
(PDB ID: 1q7r) 
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3. กำรตรวจสอบกำร transformation recombinant plasmid ที่มีชิ้นยีน GhpdxS และ 

GhpdxT เข้ำสู่ E.coli BL21(DE3) 

จากการเชื่อมยีน GhpdxS และ GhpdxT ใน expression vector pET-28a และ clone เข้าสู่ E.coli 
BL21 (DE3)  

ตรวจสอบ recombinant clones ของยีน GhpdxS  โดยการสกัด recombinant plasmid โดยใช้ 
High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid) และน้าไปตัดด้วย restriction enzyme BamHI และ NheI 
เทียบกับ intact plasmid pET28a(+) และ PCR product ของยีน GhpdxS   ได้จ้านวน 8 clones แสดง
ดังรูปที่ 4.8 

 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 4.8 แสดงผล Screen transformed colonies GhpdxS โดยวิธี digestion พบว่ามีจ้านวน 8 โคลน (หมายเลข 1, 
2, 3, 5, 8, 9, 10 และ 12) โดยที่ lane 7: pET28a วิเคราะห์ด้วย 0.8% agarose gel ย้อมด้วย ethidium bromide 
load 5 µl / well เทียบกับ 1 Kb ladder (Lane M) 

ตรวจสอบ recombinant clones ของยีน GhpdxT  โดยวิธี colony PCR   ได้จ้านวน 15 clones 
แสดงดังรูปที่ 4.9 

 
 

 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.9  แสดงผลการ screen transformed colonies โดยวิธี colony PCR ของ GhpdxT gene พบว่ามีจ้านวน 15 
โคลน  วิเคราะห์ด้วย 1.5% agarose gel ย้อมด้วย ethidium bromide load 10 µl / well เทียบกับ 100 bp ladder 
(Lane M) Lane 16: PCR product GhpdxT 
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4. กำรตรวจสอบกำรแสดงออกของโปรตีน recombinant His6-tagged GhPDXS และ 
GhPDXT ภำยหลังกำรเหนี่ยวน ำด้วย IPTG 
 
จากขนาดของ PCR product ของ recombinant His6-tagged GhPDXS และ GhPDXT (885 

และ 591 bp) ซึ่งรวมกับโปรตีนในส่วน His6-tagged และ thrombin cleavage site ที่มีขนาด 7 kD (21 
aa) สามารถค้านวณขนาดของโปรตีน ได้ 39 และ 28 kD ตามล้าดับ เมื่อน้า transformant ที่ 1 ของยีน 
GhpdxS และ GhpdxT มาท้าการเหนี่ยวน้าให้เกิดการแสดงออก ด้วย1 mM IPTG ในช่วงเวลา 0, 1, 3, 
และ 6 ชั่วโมง พบว่าได้ขนาดซึ่งตรงกับขนาดโปรตีนที่ค้านวณได้ ในการวิเคราะห์ด้วย SDS-PAGE (ดังรูปที่ 
4.10 และ 4.11) และพบว่าทั งโปรตีน His6-tagged GhPDXS และ GhPDXT มีการเพ่ิมปริมาณขึ นตาม
เวลาของการเหนี่ยวน้า  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4.10 แสดงผลการวิเคราะห์โปรตีน recombinant His6-tagged GhPDXS ในส่วน supernatant ด้วย 12% 

Acrylamide gel  Lane 1-4: เป็นเซลล์ที่ไม่ได้เหนี่ยวน้าด้วย IPTG ที่เวลา 0, 1, 3 และ 6 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 37C Lane 

5-8:  เป็นเซลล์ที่เหนี่ยวน้าให้เกิดการแสดงออกด้วย IPTG ที่เวลา 0, 1, 3 และ 6 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 37C   
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รูปที่ 4.11 แสดงผลการวิเคราะห์โปรตีน recombinant His6-tagged GhPDXT ในส่วน supernatant ด้วย 12% 

Acrylamide gel  Lane 1-4: เป็นเซลล์ที่ไม่ได้เหนี่ยวน้าด้วย IPTG ที่เวลา 0, 1, 3 และ 6 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 37C Lane 

5-8:  เป็นเซลล์ที่เหนี่ยวน้าให้เกิดการแสดงออกด้วย IPTG ที่เวลา 0, 1, 3 และ 6 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 37C 

 
เมื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการแสดงออกของโปรตีน ได้แก่ อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการ

แสดงออกของโปรตีน ให้ได้ปริมาณมากท่ีสุดและเป็น soluble protein (SP) โดยอุณหภูมิที่ใช้ในการศึกษา 

ได้แก่ 25-30-37C ส่วนความเข้มข้นของ IPTG ที่เหมาะสมต่อการแสดงออกของโปรตีนนั น ไม่ได้ศึกษา
เนื่องจาก ความเข้มข้นนี  (1 mM IPTG) เป็นความเข้มข้นที่แนะน้าตามคู่มือให้ใช้กับ expression vector 
ชนิดนี    ผลการศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการแสดงออกของโปรตีน แสดงดังรูปที่ 4.12 และ 4.13 เมื่อ
ตรวจวัดความเข้มของแถบโปรตีนที่ 39 และ 28 kDa ทั งในส่วน supernatant และ pellet พบว่า ที่ 30 

และ 37C พบโปรตีน recombinant His6-tagged GhPDXS และ GhPDXT ในส่วน supernatant แต่ไม่

พบในส่วน pellet แสดงถึงโปรตีนอยู่ในรูป soluble แต่ที่ 25C พบโปรตีน recombinant His6-tagged 
GhPDXS และ GhPDXT ในส่วน supernatant และ pellet แสดงถึงโปรตีนที่แสดงออก อยู่ทั งในรูป 
soluble และรูป inclusion body (IB)   

จากผลการทดลองนี  เป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการแสดงออกของ recombinant His6-tagged 

GhPDXS และ GhPDXT ได้แก่ 30C เนื่องจากเป็นอุณหภูมิที่ได้โปรตีนอยู่ในรูป soluble ที่มีการ
แสดงออกมากท่ีสุด เพ่ือน้ามาศึกษา activity ของเอนไซม์ต่อไป 



- 34 - 
 

 
รูปที่ 4.12 กราฟแสดงความเขม้ของแถบโปรตีน recombinant His6-tagged GhPDXS (39 kDa) จากการเหนี่ยวน้าด้วย 

1 mM IPTG ที่ อุณภูมิ 25, 30 และ 37C ที่ 0, 1, 3 และ 6 ช่ัวโมง ตามล้าดับ IB: Inclusion body, SP: Soluble 
protein  

1.  

 
รูปที่ 4.13 กราฟแสดงความเข้มของแถบโปรตีน recombinant His6-tagged GhPDXT (28 kDa) จากการเหนี่ยวน้าด้วย 

1 mM IPTG ที่ อุณภูมิ 25, 30 และ 37C ที่ 0, 1, 3 และ 6 ช่ัวโมง ตามล้าดับ IB: Inclusion body, SP: Soluble 
protein  
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บทที่ 5 
วิจำรณ์ผลกำรทดลอง 

 
เอนไซม์ PLP synthase ท้าหน้าที่สังเคราะห์วิตามินบีหกขึ นมาใหม่ โดยใช้วิถี de novo ประเภท 

DXP-independent โครงสร้างของเอนไซม์ประกอบด้วยโปรตีน PDXS และ PDXT ท้างานร่วมกัน
สังเคราะห์วิตามินบีหกในรูป PLP  

การศึกษาเอนไซม์ PLP synthase ในแบคทีเรีย Geobacillus sp. H6a ซึ่งเป็นแบคทีเรียชอบร้อน 
(thermophilic bacterium) เพ่ือให้เข้าใจการท้างานของเอนไซม์ ซึ่งอาจน้ามาใช้ให้เกิดประโยชน์ ใน
อุตสาหกรรม นอกจากนั น ข้อมูลที่ได้รับยังสามารถใช้เป็นข้อมูลอ้างอิงให้กับเชื อชอบร้อนอ่ืน ๆ ในกลุ่ม
เดียวกันได้ 

ในการวิจัยนี  ได้ท้าการค้นหายีน pdxS และ pdxT ของเอนไซม์ PLP synthase ในเชื อ Geobacillus 
sp. H6a แล้วน้ามาเพ่ิมปริมาณโปรตีน โดยใช้พลาสมิด pET-28a(+) ซึ่งเป็น expression vector ในเชื อ
แบคทีเรีย E.coli BL21(DE3) ให้ได้เป็นโปรตีน recombinant His6-tagged GhPDXS และ GhPDXT 
จากนั นน้าไปศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการแสดงออก ในงานวิจัยครั งนี  ไม่ได้ศึกษาความเข้มข้นของ 
IPTG ที่เหมาะสมต่อการแสดงออก เนื่องจาก ความเข้มข้นที่ใช้ (1 mM IPTG) เป็นความเข้มข้นที่แนะน้า
ตามคู่มือให้ใช้กับ expression vector ชนิดนี   

จากการวิจัย พบว่ายีน GhpdxS และ GhpdxT มีขนาด 885 bp และ 591 bp ตามล้าดับ ถอดรหัสได้ 
294 และ 196 กรดอะมิโน ตามล้าดับ ผลจากการท้า phylogenetic tree แสดงให้เห็นว่า deduced 
Gh6aPDXS และ Gh6aPDXT มีความสัมพันธ์ที่ใกล้ชิดกันกับโปรตีน PDXS และ PDXT จากเชื อชอบร้อน 
Geobacillus sp. อ่ืน ๆ และผลจากการท้า multiple alignment และการคาดเดาโครงสร้างระดับทุติย
ภูมิและตติยภูมิ แสดงให้เห็นถึงความใกล้เคียงทางโครงสร้างและต้าแหน่งที่จับกับ substrate เช่นเดียวกับ
เอนไซม์ PLP synthase ที่พบในกลุ่มของ Geobacillus sp. ซึ่งแสดงให้เห็นว่า ยีนที่ได้จากการเพ่ิมจ้านวน
โดยวิธี PCR น่าจะเป็นยีนที่ถอดรหัสให้เอนไซม์ PLP synthase จริง    

การแสดงออกของโปรตีน recombinant His6-tagged GhPDXS และ GhPDXT โดยการ
เหนี่ยวน้าด้วย 1 mM IPTG นั น สามารถเหนี่ยวน้าให้เกิดการแสดงออกของโปรตีนที่มีขนาด 39 และ 28 
kDa ตามล้าดับ  โดยโปรตีนที่ได้รับ พบอยู่ในลักษณะ soluble เมื่อตรวจสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการ

แสดงออกของโปรตีน พบว่า ที่ 25C พบโปรตีน recombinant His6-tagged GhPDXS และ GhPDXT 
ในส่วน supernatant และ pellet แสดงถึงโปรตีนที่แสดงออก อยู่ทั งในรูป soluble และรูป inclusion 

body (IB)  ในขณะที่อุณหภูมิ ที่ 30C  ให้ปริมาณโปรตีนมากที่สุดในส่วน soluble ดังนั นจึงเป็น อุณหภูมิ
ที่เหมาะสมต่อการแสดงออกของ recombinant His6-tagged GhPDXS และ GhPDXT 

ดังนั นงานที่จะท้าในปีงบประมาณ 2557  ได้แก่ การท้าบริสุทธิ์โปรตีน recombinant His6-tagged 
GhPDXS และ GhPDXT และศึกษาคุณสมบัติของโปรตีนนี  เพ่ือการน้ามาใช้ประโยชน์ในอนาคต   
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ภำคผนวก 
 

1. กรำฟมำตรฐำน bovine serum albumin ส ำหรับกำรวัดปริมำณโปรตีนด้วยวิธี Dye-binding 
assay (Bradford) 

 
2. กำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อและบับเฟอร์ 
2.1   Luria-Bertani broth 

Bacto-tryptone   10  g 
Yeast extract   5  g 
NaCl    10 g 

 
ละลายส่วนผสมให้เป็นเนื อเดียวกัน ปรับค่า pH เท่ากับ 7 ด้วย NaOH  จากนั นปรับปริมาตรสุดท้ายให้

เท่ากับ 1 ลิตร 
 
2.2   1X phosphate buffer saline (pH 7.4) 

NaCl  8 g 
KCl  0.2  g 
Na2HPO4 1.44 g 
KH2PO4 0.24 g 

 
ละลายส่วนผสมให้เป็นเนื อเดียวกัน ปรับค่า pH เท่ากับ 7.4 ด้วย HCl  จากนั นปรับปริมาตรสุดท้ายให้

เท่ากับ 1 ลิตร 


