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บทที่ 3 
 

วัสดุและวธีิการทดลอง 
3.1.  วัสดุ 
 

3.1.1. แบคทเีรียที่ใช้เป็นเซลล์เจ้าบ้าน(host cell) 
 
  Escherichia coli  DH5α  [F– ø80dlacZΔM15 Δ (lacZYA-argF)U169 deoR 
recA1 endA1 hsdR17(rK– mK+) phoA supE44 λ– thi-1 gyrA96 relA1]       
         E.  coli  K12 JM 109 [(F/  traD36  lacq  Δ (lacZ) M15 proA+B+ /rpsL(Strr) 
thr leu thi lacY galK gal T ara fhuA dam dcm supE44Δ (lac-proAB)] 
 
3.1.2. ยีสต์ที่ใช้เป็นเซลล์เจ้าบ้านในการผลิตโปรตนี 
 
  Pichia pastoris KM 71 (arg4 his4 aox1: : ARG4) 
 
3.1.3. พลาสมิด 
 
  พลาสมิดท่ีใช้เป็นต้นแบบในการสร้างยีน phyA170 กลาย คือ พลาสมิดดีเอ็นเอ
สายผสม  pPICZαA-rPhyA170 ซึง่ได้รับความอนเุคราะห์จากห้องปฏิบตักิารเอนไซม์และ
เทคโนโลยี ศนูย์พนัธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาต ิ (BIOTEC)  ภาพท่ี 3.1 
(Promdonkoy et al. 2008)    
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ภาพท่ี 3.1 

ผลการวิเคราะห์ 0.8% agarose gel electrophoresis ของพลาสมิดดีเอ็นเอ 
สายผสม pPICZαA-rPhyA170ท่ีสกดัได้จาก E. coli  สายพนัธุ์  DH5α 

 
       1           2       
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

Lane ท่ี 1:  Lamda DNA/HindIII  marker (Fermentas) (100 ng) 
Lane ท่ี 2: พลาสมิดดีเอ็นเอ pPICZαA-rPhyA170 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.36 kb 

2.32 kb 

23.13 kb 
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3.2. วิธีการทดลอง 
 

3.2.1. การเลือกตาํแหน่งกรดอะมิโนที่ต้องการศึกษา 
 
การเลือกตําแหนง่กรดอะมิโนท่ีต้องการศกึษา โดยทําการเปรียบเทียบลําดบักรดอะมิโน 

ของเอนไซม์ phytases ระหวา่งเชือ้ ราทัง้ 4 สายพนัธุ์ และ การสร้างโครงสร้างสามมิตจํิาลอง 
ของเอนไซม์  phytase จากเชือ้รา A. niger  TR170 จากรายงานการวิจยัของ Tomschy และ 
คณะ ซึง่ได้ทําการศกึษาเอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา A. fumigatus  โดยใช้โครงสร้างสามมิติ
ของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. niger NRRL 3135   เป็นโครงสร้างต้นแบบในการ
วิเคราะห์หาตําแหนง่กรดอะมิโนท่ีมีความแตกตา่งกนัระหวา่งเอนไซม์ phytase จากเชือ้ราทัง้ 
2  ชนิด เพ่ือท่ีจะจําแนกหากรดอะมิโนท่ีอาจจะมีสว่นช่วยในการเพิ่ม catalytic  activity  ของ
เอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. fumigatus  โดย Tomschy และคณะได้ทําการเปล่ียนแปลง
กรดอะมิโน  Glutamine  ตําแหนง่ท่ี 27 เป็นกรดอะมโินชนิดอ่ืนๆ ด้วยเทคนิค site-directed  
mutagenesis  ซึง่จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่กรดอะมิโน Glutamine ตําแหน่งท่ี 27 
(Q27) มีความสําคญักิจกรรมของเอนไซม์ ความจําเพาะตอ่คา่ pH ท่ีเหมาะสมตอ่การทํางาน
ของเอนไซม์ และความหลากหลายตอ่สบัสเทรตของเอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา A. 
fumigatus 
 ดงันัน้ในงานวจิยันีจ้งึจะทําการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนเพ่ือศกึษาความสําคญัตอ่
ความจําเพาะของเอนไซม์ phytase  จากเชือ้รา  A. niger  TR170  จงึได้เลือกเปล่ียนแปลง
กรดอะมิโน Glutamine ตําแหน่งท่ี 50(Q50) เพ่ือศกึษาความสําคญัของกรดอะมิโนตําแหน่งนี ้
วา่มีความสําคญัตอ่ความจําเพาะของเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา  A. niger  TR170  
อยา่งไร   โดยนําลําดบักรดอะมิโนของเอนไซม์ phytases ท่ีต้องการศกึษา ได้แก่ A. niger 
TR170  มาเปรียบเทียบกบัลําดบักรดอะมิโนของเอนไซม์ phyases จากเชือ้รา  3 สายพนัธุ์ คือ 
A. fumigatus A. japonicus TR86 และ A. niger  NRRL 3135 (เป็นสายพนัธุ์ท่ีทราบ
โครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ phytase แล้ว) โดยใช้โปรแกรม CLUSTAL 2.0.8 จากเว็บไซต์  
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ จากนัน้จงึนําผลการเปรียบเทียบลําดบักรดอะมิโนของ
เอนไซม์  phytases จากเชือ้ราทัง้ 4 สายพนัธุ์มาทําการวิเคราะห์เพ่ือดคูา่ identity  และ  
ตรวจสอบชนิดของกรดอะมิโนในตําแหน่งท่ี 50  ของเอนไซม์  phytase จากเชือ้รา A. niger  
TR170 วา่เป็นกรดอะมิโน  Glutamine เช่นเดียวกบัในเชือ้รา A. fumigatus หรือไม ่  จากนัน้
ทําการสร้างโครงสร้างสามมิตจํิาลองของเอนไซม์  phytase จากเชือ้รา A. niger  TR170 โดย
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ใช้โปรแกรม Swiss-Model จากเวบไซต์ http://www.expasy.org/spdbv/  โดยใช้โครงสร้าง
สามมิตขิองเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. niger NRRL 3135 เป็นต้นแบบในการจําลอง
โครงสร้างสามมิตขิองเอนไซม์ phytase จากเชือ้รา A. niger  TR170 เพ่ือตรวจสอบดวูา่ 
กรดอะมิโน  Glutamine ตําแหนง่ท่ี 50  อยูใ่นบริเวณใดของเอนไซม์  phytase จากเชือ้รา A. 
niger  TR170  จากนัน้จะทําการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนตําแหนง่นีใ้ห้เป็นกรดอะมิโนชนิดอ่ืน 
9 ชนิด ได้แก่  Asparagine Threonine Leucine Isoleucine Valine Alanine Glycine Serine 
และ Proline  ด้วยเทคนิค site directed mutagenesis ด้วยวิธีพีซีอาร์ตอ่ไป  

 
3.2.2. การเปล่ียนแปลงลาํดบักรดอะมิโนที่ตาํแหน่งจาํเพาะในยีน phyA170    
          ด้วยเทคนิค site directed mutagenesis ด้วยวิธีพีซีอาร์ 
 

3.2.2.1.   การออกแบบไพร์เมอร์ 
 

การออกแบบไพร์เมอร์เพ่ือใช้ในการสงัเคราะห์ยีน phyA170 กลาย ของเอนไซม์ 
phytases  โดยจะทําการเปล่ียนแปลงลําดบันิวคลีโอไทด์ในบางตําแหน่งเพ่ือให้ได้ยีน 
phyA170 กลาย ซึง่สามารถถอดรหสัออกมาเป็นกรดอะมิโนท่ีต้องการ โดยลําดบันิวคลีโอไทด์
จะอ้างอิงจาก codon usage ของเซลล์เจ้าบ้านท่ีเราจะใช้ในการผลติรีคอมบแินนท์โปรตีนซึง่
ในท่ีนีจ้ะใช้ยีสต์ P. patoris เป็นเซลล์เจ้าบ้าน โดยอ้างอิง codon usage จากเวบไซต์
http://www.kazusa.or.jp/codon/ สว่นลําดบันิวคลีโอไทด์ไพร์เมอร์ท่ีเหลือจะอ้างอิงจาก
ลําดบันิวคลีโอไทด์ของเอนไซม์ phyase จากเชือ้รา  A. niger  TR170 โดยไพร์เมอร์แตล่ะสาย
มีจํานวนนิวคลีโอไทด์สายละ 30 เบส และทําการตรวจสอบคณุสมบตัขิองไพรเมอร์ให้
เหมาะสมกบัสภาวะในการทํา site directed mutagenesis  ด้วยพีซีอาร์ โดยคณุสมบตัขิอง
ไพรเมอร์ท่ีดีคือ ไมเ่กิดการจบักนัเองระหวา่งไพรเมอร์ (primers dimmer) และ มีคา่ melting 
temperature (Tm) ซึง่เป็นอณุหภมูท่ีิเหมาะสมของไพร์เมอร์ในเข้าจบักบัดีเอ็นเอต้นแบบ 
ตัง้แต ่ 30 องศาเซลเซียส ถงึ 40 องศาเซลเซียส  หลงัจากนัน้นําไพร์เมอร์ท่ีได้มีการสงัเคราะห์
เรียบร้อยแล้วมาใช้ในการสร้างยีน phyA170 กลายของเอนไซม์ phytases ด้วยเทคนิค site 
directed mutagenesis  ด้วยวธีิพีซีอาร์ตอ่ไป ลําดบันิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ท่ีใช้สงัเคราะห์
ยีน phyA170 กลายในตําแหน่งจําเพาะ แสดงในตารางท่ี  3.1 
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ตารางท่ี  3.1   
ลําดบันิวคลีโอไทด์ของไพร์เมอร์ท่ีใช้ในการสร้างยีน phyA170 กลาย 

 ด้วยเทคนิค site directed mutagenesis 

 
หมายเหต ุลําดบันิวคลีโอไทด์ของกรดอะมิโนท่ีทําการกลายแสดงด้วยตวัอกัษรตวัหนา นิวคลีโอ
ไทด์ท่ีมีการเปลี่ยนแปลงจากพลาสมิดดัง้เดมิแสดงด้วยตวัอกัษรท่ีขีดเส้นใต้ และบริเวณจดจําของ
เอนไซม์ตดัจําเพาะแสดงด้วยตวัอกัษรตวัเอียง 

 
Primers 

 
Forward Reverse 

 
Restriction 
Enzyme 
 

Q50A 
 

5'G CAT CTT TGG GGT GCT  
TAC GTG CCG TTC TT 3' 

5'GAA CGG CAC GTA AGC ACC 
CCA AAG ATG CGA 3' 

- 

Q50G 
 

5'G CAT CTT TGG GGT GGT 
 TAC GTG CCG TTC TT  3' 

5'GAA CGG CAC GTA ACC ACC 
CCA AAG ATG CGA 3' 

- 

Q50I 
5'G CAT CTT TGG GGT ATT 

 TAC GTG CCG TTC TT 3' 
5'GAA CGG CAC GTA AAT 
 ACC CCA AAG ATG CGA  3' 

- 
 

Q50L 
5'T CG CAT CTT TGG GGT TTG 

TAC GTG CCG TTC 3' 
5’AA GAA CGG CAC GTA CAA 

ACC CCA AAG ATG C 3' 
RsaI* 
GT|AC 

Q50N 
 

5’  G CAT CTT TGG GGT AAC 
TAC GTG CCG TTC TT3’ 

5’GAA CGG CAC GTA GTT  
ACC CCA AAG ATG CGA 3’ 

- 

Q50P 
 

5'G CAT CTT TGG GGT CCA  

TAC GTG CCG TTC TT  3' 
5'GAA CGG CAC GTA TGG ACC 
CCA AAG ATG C GA  3' 

- 

Q50S 
 

5'G CAT CTT TGG GGT TCT  
TAC GTG CCG TTC TT 3' 

5'GAA CGG CAC GTA AGA ACC 
CCA AAG ATG CGA 3' 

- 

Q50T 
 

5'G CAT CTT TGG GGT ACT  
TAC GTG CCG TTC TT  3' 

5'GAA CGG CAC GTA AGT  
ACC CCA AAG ATG CGA  3' 

RsaI* 
GT|AC 

Q50V 
 

5'CG CAT CTT TGG GGT GTT 
TAC GTG CCG TTC T 3' 

5'AAA GAA CGG CAC GTA AAC 
ACC CCA AAG ATG 3' 

- 
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3.2.2.2.   การเตรียมพลาสมิดดเีอน็เอต้นแบบเพื่อใช้ในการสังเคราะห์ยีน   
               phyA170 กลาย 
 

 นําพลาสมิดดีเอ็นเอต้นแบบ       pPICZ-rPhy170      ซึง่ได้รับจากห้องปฏิบตักิาร
เอนไซม์และเทคโนโลยี ศนูย์พนัธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหง่ชาต(ิBIOTEC) โดยพลามดิดี
เอ็นเอต้นแบบนีเ้ป็นรีคอมบแินนท์พลาสมิด pPICZ-rPhy170  ท่ีมียีน phyA170 ของเอนไซม์ 
phytase   จากเชือ้รา A. niger  TR170 แทรกอยู ่  โดยจะต้องทําการเพิ่มปริมาณรีคอมบแินนท์พ
ลาสมิด pPICZ-rPhy170 ในแบคทีเรีย E. coli/  DH5α  นีโ้ดยทําการถ่ายดีเอ็นเอเข้าสูแ่บคทีเรีย 
E. coli/  DH5α  โดยวิธีทรานฟอร์เมชัน่ตามวิธีของ Sambrook (2001)  โดยจะนํารีคอมบแินนท์ 
พลาสมิด pPICZ-rPhy170 ปริมาตร 10 ไมโครลติร ใสใ่นหลอดทดลองท่ีมีคอมพีเทนต์เซลล์ E. 
coli DH5α แล้วบม่ในนํา้แข็งนาน 45 นาทีและนําไปแช่ในอา่งนํา้ท่ีมีอณุหภมูิ 42 องศาเซลเซียส 
นาน 90 วินาที จากนัน้ย้ายหลอดคอมพีเทนต์เซลล์ใสล่งในอา่งนํา้แข็งทนัทีและบม่เป็นเวลา 2 
นาที ใสอ่าหารเหลว LB broth 800 ไมโครลติรในหลอดคอมพีเทนต์เซลล์ นําไปบม่ท่ีอณุหภมู ิ 37 
องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แช่สารละลายเซลล์บนนํา้แข็ง 2 นาที และป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 
12000 รอบตอ่นาทีแล้วปิเปตอาหารสว่นใสทิง้ 900 ไมโครลติร คดัเลือกทรานสฟอร์แมนท์บน
อาหารแข็ง (LB agar) ท่ีมี zeocin เข้มข้น 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
 

3.2.2.3.   การสกัดรีคอมบแินนท์พลาสมิด pPICZ-rPhy170 จากแบคทเีรีย E.  
            coli  DH5α  ด้วย QIAprep spin miniprep kit 
    

 สกดัรีคอมบแินนท์พลาสมิด pPICZ-rPhy170 ท่ีอยูใ่น E. coli DH5α ด้วยชดุสกดัพ
ลาสมิด QIAprep spin miniprep kit  โดยเลีย้งแบคทีเรีย E. coli DH5α  ท่ีมีรีคอมบแินนท์พ-
ลาสมิด pPICZ-rPhy170 ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลลิติรท่ีมีอาหารเหลว Luria-Betani (LB 
broth) 5 มิลลติร ท่ีมี zeocin  เข้มข้น 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซยีส 
บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง ป่ันแยกตะกอนเซลล์ท่ีความเร็ว 
6000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที เทอาหารสว่นบนทิง้และละลาย
ตะกอนเซลล์ด้วยบฟัเฟอร์ P1 ปริมาตร 250 ไมโครลติร จากนัน้เตมิบฟัเฟอร์ P2 ปริมาตร 250 
ไมโครลติร ผสมให้เข้ากนัด้วยการกลบัหลอดขึน้ลงทนัที นํามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000  รอบ
ตอ่นาที นาน 10 นาที ถ่ายสว่นใสใส ่  QIA prep spin column แล้วนํามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 
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12000 รอบตอ่นาที นาน 1 นาที เทสารละลายสว่นท่ีผา่น column ทิง้ จากนัน้ล้าง column  ด้วย
บฟัเฟอร์ PB ปริมาตร 500  ไมโครลติร นํามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที นาน 1 นาที  
เทสารละลายสว่นท่ีผา่น column ทิง้ และล้าง  column ด้วย บฟัเฟอร์ PE ปริมาตร 750 
ไมโครลติร นํามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที นาน 1 นาที เทสารละลายสว่นท่ีผา่น 
column  ทิง้ แล้วนํามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000  รอบตอ่นาที นาน 1 นาที เพ่ือกําจดัเอทานอล
ท่ีเหลือ และย้าย column ใสห่ลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลลิติร เตมิบฟัเฟอร์  EB ปริมาตร 50 
ไมโครลติร ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องและนํามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที  นาน 1 นาที 
เพ่ือชะพลาสมิดดีเอ็นเอออกจาก column เก็บไว้ในตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซยีสเพ่ือนําไปใช้ใน
ขัน้ตอนตอ่ไป   
 

3.2.2.4.   การทาํปฏกิิริยาเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนในตาํแหน่งจาํเพาะในยีน   
    phyA170 
 

       ทําการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนตําแหนง่ท่ีสนใจทีละจดุ (single point mutation) 
ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase Chain ReactionPCR) ตามวิธีของ Stratagene’s 
QuickChangeTM  Site-Directed Mutagenesis kit และใช้ไพร์เมอร์ท่ีแสดงในตารางท่ี 3.1  โดยมีรี
คอมบแินนท์พลาสมิดดีเอ็นเอเอ pPICZ-rPhy170 เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ และมีสว่นผสมตา่งๆ ของ
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ในปริมาตรรวม 25 ไมโครลติร โดยมีสว่นประกอบดงันี ้1X Pfu Buffer 200 ไมโคร
โมลาร์ dNTPs 2.5 U Pfu DNA polymerase 1 ไมโครโมลาร์ Forward primer 1 ไมโครโมลาร์ 
Reverse primer และ DNA template ทําการควบคมุอณุหภมูิในปฏิกิริยาด้วยเคร่ือง PCR   ท่ี
สภาวะในการทําปฏิกิริยาพีซีอาร์  ขัน้ท่ี 1  Pre-denaturation ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 3 นาที ขัน้ท่ี 2 Denaturation ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 นาที ขัน้ท่ี 3   
Annealing ท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 นาที ขัน้ท่ี 4 Extension ท่ีอณุหภมู ิ72  องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที โดยขัน้ตอนท่ี 2-4 ทําทัง้หมด 18 รอบ ขัน้ตอนท่ี 5  Prolonged 
extension ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาที  เม่ือสิน้สดุปฏิกิริยานํา PCR 
products ท่ีได้มาบม่กบัเอนไซม์ DpnI จํานวน 1 U ท่ีอณุหภมู ิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2
ชัว่โมง เพ่ือกําจดัดีเอ็นเอต้นแบบแล้ววิเคราะห์ด้วย 0.8% agarose gel electrophoresis โดย
เปรียบเทียบขนาดของชิน้ดีเอ็นเอกบั Gene RulerTM 1 kb  DNA Ladder (Fermentas)  
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3.2.3. การถ่ายยีน phyA 170 กลายเข้าสู่แบคทเีรียเจ้าบ้าน E. coli JM109 
 

3.2.3.1. การเตรียมคอมพีเทนต์เซลล์ของ E. coli  JM109 
 
 ทําการเตรียมคอมพีเทนต์เซลล์โดยเข่ียเชือ้ E. coli  JM109 ลงในหลอดทดลองขนาด 
15 มิลลลิติร ท่ีมีอาหารเหลว Luria-Bertani (LB broth) 5 มิลลลิติร บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศา
เซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง จากนัน้เตรียม
เซลล์ในระยะ exponential phase โดยปิเปตเซลล์แบคทีเรียลงใน flask  ขนาด 1 ลติร ท่ีมีอาหาร
เหลว LB broth 400 มิลลลิติร บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 200 รอบ
ตอ่นาที จนกระทัง่มีคา่ OD600 เทา่กบั 0.5-0.6 แล้วแช่ในอา่งนํา้แข็งนาน 5 นาที นํามาป่ันแยก
ตะกอนเซลล์ท่ีความเร็ว 6000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาที เทอาหาร
สว่นบนทิง้และกระจายตะกอนเซลล์ด้วย 100 ไมโครโมลาร์ CaCl2 ท่ีแช่เย็นปริมาตร 20 มิลลลิติร 
โดยการแบง่ใสค่รัง้แรก ¼ ของปริมาตร เขยา่เซลล์เพ่ือให้กระจาย แล้วเตมิสว่นท่ีเหลือจนครบ 20 
มิลลลิติร แล้วบม่ในนํา้แข็งนาน 15 นาที นํามาป่ันแยกตะกอนเซลล์ท่ีความเร็ว 6000 รอบตอ่นาที 
ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาที เทอาหารสว่นบนทิง้และกระจายตะกอนเซลล์ด้วย 10 
ไมโครโมลาร์ CaCl2 ท่ีแช่เยน็ปริมาตร 1.5 มิลลลิติร และ 40 เปอร์เซนต์ กลีเซอรอล 0.5 มิลลลิติร 
เขยา่เซลล์เพ่ือให้กระจาย แบง่คอมพีเทนต์เซลล์ลงในหลอดทดลอง 1.5 มิลลลิติร หลอดละ 200 
ไมโครลติร เก็บท่ีอณุหภมู ิ-80 องศาเซลเซียส 
 

3.2.3.2. การถ่ายยีน phyA 170 กลายเข้าสู่แบคทเีรียเจ้าบ้าน E. coli JM109   
       ด้วย วิธีทรานฟอร์เมช่ัน (Transformation) 
 

 การถ่ายดีเอ็นเอโดยวิธีทรานสฟอร์เมชัน่ตามวิธีของ Sambrook (2001) โดยนํา
พลาสมิดดีเอ็นเอท่ีได้จากการทํา  site directed mutagenesis และกําจดัพลาสมิด pPICZ-
rPhy170  ต้นแบบด้วยเอนไซม์ DpnI แล้ว 20 ไมโครลติร ใสใ่นหลอดทดลองท่ีมีคอมพีเทนต์เซลล์ 
E. coli  JM109 แล้วบม่ในนํา้แข็งนาน 30 นาทีและนําไปแช่ในอา่งนํา้ท่ีมีอณุหภมูิ 42 องศา
เซลเซียส นาน 90 วินาที จากนัน้ย้ายหลอดคอมพีเทนต์เซลล์ใสล่งในอา่งนํา้แข็งทนัทีและบม่เป็น
เวลา 2 นาที ใสอ่าหารเหลว LB broth 800 ไมโครลติรในหลอดคอมพีเทนต์เซลล์ นําไปบม่ท่ี
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง แชส่ารละลายเซลล์บนนํา้แข็ง 2 นาที และป่ัน
เหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอ่นาทีแล้วปิเปตอาหารสว่นใสทิง้ 900 ไมโครลติร คดัเลือกทรานส-
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ฟอร์แมนท์บนอาหารแข็ง (LB agar) ท่ีมี zeocin เข้มข้น 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร นําไปบม่ท่ี
อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
 

3.2.4. การตรวจหาโคโลนี E. coli  JM109 ที่ได้รับ พลาสมดิสายผสมที่มียีน   
  phyA 170 กลาย 
 

          การวิเคราะห์ยีน  phyA 170 กลายด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ ทําการสุม่เลือกโคโลนีเด่ียว
ของแบคทีเรีย E. coli  JM109     ท่ีได้รับพลาสมิดสายผสม phyA170 กลาย Q50L และ phyA 
170 กลาย Q50T  ซึง่ขึน้ได้บนอาหารแข็ง LB (LB agar) ท่ีมี zeocin เข้มข้น 25 ไมโครกรัมตอ่
มิลลลิติร มาสกดัพลาสมิดดีเอ็นเอ ด้วย QIAprep spin miniprep kit แล้วนําพลาสมิดดีเอ็นเอท่ี
ได้มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ RsaI ท่ีมีบริเวณจดจําอยูใ่นตําแหน่งกลายในยีน phyA170  โดย
ยีนกลายจะมีจดุจดจําของเอนไซม์ตดัจําเพาะ ดงัแสดงในตาราง 3.1 โดยมีสว่นประกอบและ
สภาวะในการทําปฏิกิริยาของเอนไซม์ตดัจําเพาะแตล่ะชนิด ในปริมาตรรวม 10 ไมโครลติร ดงันี ้ 
 
   Distilled deionized water   7.70 ไมโครลติร 
   10X buffer    1 ไมโครลติร 
   พลาสมิดดีเอ็นเอ   1 ไมโครลติร 
   เอนไซม์ตดัจําเพาะ RsaI (10U/ul)  0.30 ไมโครลติร 
 
              สว่นการตรวจหาโคโลนีของแบคทีเรีย E. coli  JM109  ท่ีได้รับพลาสมิดสายผสม 
phyA170 กลาย ชนิดอ่ืนซึง่ไมส่ามารถตรวจสอบได้ด้วยการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ ก็จะทํา
การทําการสุม่เลือกโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรีย E. coli  JM109   ซึง่เจริญได้บนอาหารแข็ง LB (LB 
agar) ท่ีมี zeocin เข้มข้น 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร มาสกดัพลาสมิดดีเอ็นเอ ด้วย QIAprep spin 
miniprep kit  แล้วนําพลาสมิดดีเอ็นเอไปตรวจสอบลําดบันิวคลีโอไทด์ตอ่ไป 
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3.2.4.1.   การตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทด์ของยีน  phyA 170 กลาย 
 

 วิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม ทัง้ท่ีผา่นการคดัเลือกด้วย
การตดัด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ (pPICZαA-mPhyA170 กลายQ50L และ pPICZαA -
mPhyA170 กลาย Q50T) และพลาสมิดสายผสมท่ีไมส่ามารถตรวจสอบได้ด้วยการตดัด้วย
เอนไซม์ตดัจําเพาะ โดยการสง่วเิคราะห์หาลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ีบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี
เพ่ือตรวจสอบความถกูต้องของยีน phyA170 เน่ืองจากยีน phyA170 แทรกอยูใ่นพลาสมดิ 
pPICZαA จงึใช้ ไพร์เมอร์ α-Factor1085  (5’ GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT 3’)    ซึง่
สามารถวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน phyA170 ได้ โดยดรูายละเอียดของลําดบันิวคลีโอ
ไทด์ในภาคผนวก ค 
  

3.2.5. การผลิตรีคอมบแินนท์โปรตนี PhyA170 โดยยีสต์ P. pastoris 
 

3.2.5.1.   การเตรียมพลาสมิดดเีอน็เอสายผสมกลายสาํหรับการทรานส 
            ฟอร์เมช่ันเข้าสู่ยีสต์ P.  pastoris 
 

 ทําการเตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมกลายสําหรับการนําเข้าสูยี่สต์  P. pastoris  
ซึง่ต้องใช้พลาสมิดดีเอ็นเอความเข้มข้นประมาณ 5-20 ไมโครกรัม จะเตรียมโดยทําการเข่ียเชือ้
แบคทีเรียลกูผสม E. coli JM109  ท่ีบรรจพุลาสมิดท่ีมียีน rPhyA 170 กลายและยีน rPhyA 170 
ดัง้เดมิ ลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลลิติรท่ีมีอาหารเหลว Luria-Betani (LB broth) 25 มิลลลิติร ท่ี
มี zeocin  เข้มข้น 25 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร บม่ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซยีส บนเคร่ืองเขยา่
ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง และทําการสกดัพลาสมิดด้วยชดุสกดัพลาสมดิ 
QIAprep spin miniprep kit  ป่ันแยกตะกอนเซลล์ท่ีความเร็ว 6000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 
องศาเซลเซยีส นาน 10 นาที เทอาหารสว่นบนทิง้และละลายตะกอนเซลล์ด้วยบฟัเฟอร์ P1 
ปริมาตร 250 ไมโครลติร จากนัน้เตมิบฟัเฟอร์ P2 ปริมาตร 250 ไมโครลติร ผสมให้เข้ากนัด้วยการ
กลบัหลอดขึน้ลงทนัที นํามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000  รอบตอ่นาที นาน 10 นาที ถ่ายสว่นใสใส ่ 
QIA prep spin column แล้วนํามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที นาน 1 นาที เท
สารละลายสว่นท่ีผา่น column ทิง้ จากนัน้ล้าง column ด้วยบฟัเฟอร์ PB ปริมาตร 500  
ไมโครลติร นํามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที นาน 1 นาที  เทสารละลายสว่นท่ีผา่น 
column ทิง้ และล้าง  column ด้วย บฟัเฟอร์ PE ปริมาตร 750 ไมโครลติร นํามาป่ันเหว่ียงท่ี
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ความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที นาน 1 นาที เทสารละลายสว่นท่ีผา่น column  ทิง้ แล้วนํามาป่ัน
เหว่ียงท่ีความเร็ว 12000  รอบตอ่นาที นาน 1 นาที เพ่ือกําจดัเอทานอลท่ีเหลือ และย้าย column 
ใสห่ลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลลิติร เตมิบฟัเฟอร์  EB ปริมาตร 50 ไมโครลติร ตัง้ทิง้ไว้ท่ี
อณุหภมูิห้องและนํามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที  นาน 1 นาที เพ่ือชะพลาสมิดดี
เอ็นเอออกจาก column  จากนัน้นําพลาสมิดดีเอ็นเอมาทําการ  linearized เพ่ือทําให้พลาสมิด
เป็นเส้นตรงและสามารถแทรกตวัเข้าสูโ่ครโมโซมของยีสต์เจ้าบ้านได้ ด้วยเอนไซม์ตดัจําเพาะ 
PmeI  ท่ีมีบริเวณจดจําอยูใ่นพลาสมิด pPICZ-rPhy170 โดยมีสว่นประกอบและสภาวะในการทํา
ปฏิกิริยาของเอนไซม์ตดัจําเพาะแตล่ะชนิด ในปริมาตรรวม 50 ไมโครลติร ดงันี ้ 
 
   Distilled deionized water   22.50 ไมโครลติร 
   100X BSA       0.5 ไมโครลติร 
   10X buffer4          5 ไมโครลติร 
   พลาสมิดดีเอ็นเอ       20 ไมโครลติร 
   เอนไซม์ตดัจําเพาะ PmeI (10U/ul)        2 ไมโครลติร 
 

เม่ือผสมสารตามสว่นประกอบข้างต้นแล้วนําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ  37  องศาเซลเซยีส เป็น 24 
ชัว่โมงจากนัน้นํามาวิเคราะห์ด้วย 0.8% agarose gel electrophoresis โดยจะเปรียบเทียบกบัพ
ลาสมิดดีเอ็นเอท่ีไมไ่ด้ทําการ linearized  เพ่ือตรวจสอบวา่สามารถทําการ linearized  ได้สําเร็จ
หรือไม ่  

 
3.2.5.2.   การทาํพลามิดที่ทาํการ linearized ให้บริสุทธ์ิด้วยชุด Wizard DNA   
            Clean-Up System (Promega) 
 

 นําพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีได้ทําการ  linearized   20  ไมโครลติร ผสมกบั distilled 
deionized water 30 ไมโครลติร และเรซนิ 1 มิลลลิติรในหลอดทดลองขนาด 1.5  มิลลลิติร ผสม
ให้เข้ากนัด้วยการกลบัหลอดขึน้ลง จากนัน้ถ่ายสารละลายพลาสมิดผสมลงในกระบอกฉีดยาขนาด 
10 มิลลลิติรท่ีบริเวณสว่นปลายประกอบอยูก่บั column ซึง่มีเมมเบรนเป็นสว่นประกอบเพ่ือใช้ใน
การจบัพลาสมิดดีเอ็นเอ แยกออกจากสารละลายท่ีมีสารอ่ืนๆ ปะปนอยู ่ จากนัน้นําสว่นของ  
plunger ใสเ่ข้าไปสว่นบนของปากกระบอกฉีดยาและเพิ่มแรงดนัเพ่ือให้สารละลายไหลผา่นเม-
มเบรนของ column ออกมา โดยพลาสมดิดีเอ็นเอจะจบัอยูก่บัเมมเบรนของ column จากนัน้ทํา
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การล้าง column ด้วย 80เปอร์เซนต์ ไอโซโพรพานอล 2  มิลลลิติร แล้วนําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว
รอบ 12000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 2 นาที  จากนัน้ย้าย column ลงหลอดทดลองขนาด 1.5  
มิลลลิติร  และชะพลาสมิดดีเอ็นออกมา ด้วย distilled deionized water ท่ีมีอณุหภมูิประมาณ 
65-70  องศาเซลเซียส  30 ไมโครลติร ทิง้ไว้ 1 นาที จากนัน้นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12000 
รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที  จากนัน้แบง่พลาสมิดดีเอ็นท่ีถกูทําให้บริสทุธ์ิแล้วออกมา 4 
ไมโครลติร เพ่ือนําไปวิเคราะห์อีกครัง้ด้วย 0.8% agarose gel electrophoresis และพลาสมดิดี
เอ็นเอท่ีเหลือเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส  

 
3.2.5.3.   การเตรียมคอมพีเทนต์เซลล์ของยีสต์ P.  pastoris 
 

 เข่ียเชือ้ยีสต์ P. pastoris  ลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลลิติร ท่ีมีอาหารเหลว 
YPD( Yeast Extract Peptone Dextrose Medium)  5 มิลลลิติร นําไปเลีย้งบนเคร่ืองเขยา่
ความเร็วรอบ 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ปิเปต
สารละลายเซลล์ยีสต์ 50 ไมโครลติร ลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลลิติรท่ีมีอาหารเหลว YPD 50 
มิลลลิติร นําไปเลีย้งตอ่บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 16 ชัว่โมง หรือจนกวา่เซลล์จะมีคา่การดดูกลืนแสงอยูท่ี่  1.3-1.5  ท่ีความยาวคล่ืน 600 นา
โนเมตร จากนัน้ถ่ายสารละลายเซลล์ยีสต์ลงหลอดทดลองขนาด 50 มิลลลิติร  นําไปป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็ว  1500 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมู ิ4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที เทสารละลายสว่นบนทิง้ 
และกระจายตะกอนเซลล์ด้วย 50 มิลลลิติรของนํา้ Nanopure water filter steriled ท่ีแช่เยน็ นําไป
ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว  1500 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมู ิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที เท
สารละลายสว่นบนทิง้ และกระจายตะกอนเซลล์ด้วย 30 มิลลลิติร ของนํา้ Nanopure water filter 
sterile ท่ีแช่เยน็อีกครัง้ จากนัน้นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว  1500  รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที  เทสารละลายสว่นบนทิง้ และกระจายตะกอนเซลล์ด้วย 2 มิลลลิติร  
ของสารละลาย 1 โมลาร์ ของ sorbitol ท่ีแช่เย็น นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว  1500 รอบตอ่นาที ท่ี
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 5 นาที  เทสารละลายสว่นบนทิง้ และกระจายตะกอนเซลล์
ด้วย  500  ไมโครลติร  ของสารละลาย 1 โมลาร์ ของ sorbitol  ท่ีแช่เย็น ซึง่จะนําไปใช้ในการ
ทรานสฟอร์เมชัน่โดยทนัที 
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3.2.5.4.   การถ่ายพลาสมิดดเีอน็เอสายผสมกลายพันธ์เข้าสู่ยสีต์เจ้าบ้าน  
P. pastoris  ด้วยการทาํ electroporation 
 

       การถ่ายพลาสมิดดีเอ็นเอเข้าสูเ่ซลล์ยีสต์  P.  pastoris  การทดลองทกุขัน้ตอนจะทํา
ในอา่งนํา้แข็ง โดยนําพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีทําการ linearized  แล้ว 10 ไมโครลติร ผสมกบัคอมพี
เทนต์เซลล์ของยีสต์  P. pastoris 100 ไมโครลติร ใน electroporation cuvette  ขนาดเส้นผา่น
ศนูย์กลาง 2  เซนตเิมตร ท่ีแช่เย็น บม่ในนํา้แข็งเป็นเวลา 5 นาที จากนัน้นําไปผา่นกระแสไฟฟ้า
ด้วยเคร่ือง electroporation  โดยตัง้คา่กระแสไฟฟ้าท่ี 1.5 กิโลโวลต์ 25 ไมโครฟารัส และ 200 
โอมห์  และเตมิ 1 มิลลลิติร ของสารละลาย   1 โมลาร์  sorbitol ท่ีแช่เย็น ลงในสารละลายผสม
ของพลาสมิดดีเอ็นเอและคอมพีเทนต์เซลล์ท่ีอยูใ่น electroporation cuvette ทนัที  จากนัน้เท
สารละลายลงในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลลิติร  และนําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 1 ชัว่โมง  จากนัน้นําสารละลายเซลล์ยีสต์ 200 ไมโครลติรมาคดัเลือกบนอาหารแข็ง YPD ท่ี
มี  zeocin ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร นําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา  3-4 วนั  จนกระทัง่ปรากฏโคโลนี จงึทําการสุม่คดัเลือกโคโลนี ประมาณ 10 โคโลนี  เพ่ือทํา 
master plates เก็บไว้ และ นําไปตรวจสอบผลการแทรกตวัของพลาสมิดดีเอ็นสายผสมกลายเข้าสู่
โครโมโซมของยีสต์ P. pastoris  ตอ่ไป 
 

3.2.5.5.   การตรวจสอบการแทรกตวัของพลาสมิดดเีอน็สายผสมกลาย   
            เข้าสู่โครโมโซมของยีสต์ P. pastoris  ด้วยวิธีพีซีอาร์ 

 
3.2.5.5.1. การสกัดจีโนมิกดเีอน็เอของยีสต์ P. pastoris   
 
เข่ียเชือ้ยีสต์ P. pastoris  ลงในหลอดทดลองขนาด 50 มลิลลิติร ท่ีมีอาหารเหลว 

YPD  5 มิลลลิติร  นําไปเลีย้งบนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง จากนัน้ปิเปตสารละลายเซลล์ยีสต์ 1 มิลลลิติร ลงในหลอดทดลอง
ขนาด 1.5 มิลลลิติร นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 2 นาที เทสารละลาย
สว่นบนทิง้ กระจายตะกอนเซลล์ด้วย steriled distilled  water  1 มิลลลิติร นําไปป่ันเหว่ียงท่ี
ความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 2 นาที เทสารละลายสว่นบนทิง้  เตมิสารละลายผสม
ระหวา่ง  Enzhane  lysis  buffer  กบั 1M DTT (อตัราสว่น 100:1)  ด้วยอตัราสว่น 3 เทา่ของ
นํา้หนกัเซลล์ยีสต์ (100 มิลลกิรัม ~ 100 ไมโครลติร)  ผสมให้เข้ากนัทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 
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1 ชัว่โมง  จากนัน้นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที ปิเปต
สารละลายสว่นบนลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลลิติร หลอดใหม ่  เตมิ 1 เทา่ของสารละลาย
ผสมระหวา่ง chloroform  กบั isoamyl alcohol (อตัราสว่น 24:1)  ผสมให้เข้ากนัโดยการกลบั
หลอดขึน้ลง  นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที  ปิเปตสว่นใสลงใน
หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลลิติร หลอดใหม ่ ซึง่ต้องระวงัไมใ่ห้ตะกอนสีขาวตดิมาด้วย จากนัน้
เตมิ 1 เทา่ของสารละลายผสมระหวา่ง chloroform  กบั isoamyl alcohol (อตัราสว่น 24:1) อีก
ครัง้  ผสมให้เข้ากนัโดยการกลบัหลอดขึน้ลง นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที เป็น
เวลา 5 นาที  ปิเปตสว่นใสลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลลิติร หลอดใหม ่ ซึง่ต้องระวงัไมใ่ห้
ตะกอนสีขาวตดิมาด้วย  เตมิ 0.5 เท่า ของสารละลาย 7.5 โมลาร์  แอมโมเนียมอะซเิตท  และ 2 
เท่า ของสารละลายแอบโซลทูเอทานอล นําไปตกตะกอนดีเอ็นเอ ท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมูิ 4 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที   เทสารละลายสว่นใสทิง้ และล้างตะกอนดีเอ็นด้วย  70เปอร์เซนต์ เอ
ทานอลท่ีแช่เยน็ 500 ไมโครลติร  นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที  
เทสารละลายสว่นใส นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที อีกครัง้ เพ่ือ
กําจดัสารละลายเอทานอลท่ีเหลืออยู ่ จากนัน้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเพ่ือให้สารละลายเอทานอล
ระเหยออกไปจนหมด และละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย Nanopure water filter sterile  20  
ไมโครลติร และแบง่สารละลายดีเอ็นเอ 4 ไมโครลติร มาวิเคราะห์ด้วย 0.8% agarose gel 
electrophoresis โดยเปรียบเทียบขนาดของชิน้ดีเอ็นเอกบั Gene RulerTM 1 kb  DNA Ladder 
(Fermentas)  สว่นท่ีเหลือเก็บไว้ท่ีอณุหภมู ิ-20 องศาเซลเซียส 
 

3.2.5.5.2. การตรวจสอบการแทรกตวัของพลาสมดิดเีอน็เอสายผสม 
   กลายเข้าสู่โครโมโซมของยีสต์เจ้าบ้าน P. pastoris   ด้วยวธีิพีซีอาร์    
             

ในการตรวจสอบการแทรกตวัของพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมกลายเข้าสูโ่ครโมโซม 
ของยีสต์ P. pastoris  ด้วยวิธีพีซีอาร์  จะใช้ไพร์เมอร์  5’AOX1 (5’ GACTGGTTCCAATTGACA 
AGC3’) และ 3’AOX1 (5’ GCAAATGGCATTCTGACATCC 3’) โดยมีโครโมโซมดีเอ็นของยีสต์ 
P. pastoris  เป็นต้นแบบ  โดยปฏิกิริยาพีซีอาร์มีปริมาตรรวม  25  ไมโครลติร ซึง่มีสว่นผสมตา่งๆ 
ของปฏิกิริยา ดงันี ้   จีโนมิกดีเอ็นเอของยีสต์ P. pastoris   ความเข้มข้นประมาณ 100 นาโนกรัม

10 Taq DNA polymerase buffer (Fermentas) 0.2  ไมโครโมลาร์ 5’AOX1 0.2  ไมโครโมลาร์  
3’AOX1 primer 25 ไมโครโมลาร์ MgCl2 2 ไมโครโมลาร์ dNTPs และ Taq DNA polymerase 
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(Fermentus) 2.5 U  ทําการควบคมุอณุหภมูิในปฏิกิริยาด้วยเคร่ือง PCR ท่ีสภาวะในการทํา
ปฏิกิริยาพีซีอาร์  ขัน้ท่ี 1 Predenaturation  ท่ีอณุหภมูิ 94  องศาเซลเซียส  นาน 3 นาที ขัน้ท่ี  2  
Denaturation  ท่ีอณุหภมู ิ94  องศาเซลเซยีส นาน  30 วินาที ขัน้ท่ี 3  Annealing ท่ีอณุหภมูิ  55   
องศาเซลเซยีส  นาน  1 นาที  ขัน้ท่ี  4   Extension ท่ีอณุหภมูิ 72   องศาเซลเซยีส   นาน  2 นาที    
โดยในขัน้ตอนท่ี 2-4 ทําทัง้หมด 30 รอบ  ขัน้ท่ี 5   Final  extension  ท่ีอณุหภมูิ  72   องศา
เซลเซียส  เป็นเวลา  7 นาที  เม่ือสิน้สดุปฏิกิริยา  นํา  PCR products   ท่ีได้ไปวิเคราะห์ด้วย 0.8% 
agarose gel electrophoresis  agarose gel electrophoresis โดยเปรียบเทียบขนาดของชิน้ดี
เอ็นเอกบั Gene RulerTM 1 kb  DNA Ladder (Fermentas) เพ่ือตรวจสอบแถบดีเอ็นเอของ PCR 
products ท่ีเกิดขึน้วา่มีขนาดเท่ากบัขนาดของยีน phyA170 หรือไม ่ (1.8 kb)  จากนัน้นํา PCR 
products สง่วิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์ของพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมกลาย โดยการสง่วิเคราะห์
หาลําดบันิวคลีโอไทด์ท่ีบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลีเพ่ือตรวจสอบความถกูต้องของยีน 
phyA170 โดยใช้ไพร์เมอร์ ไพร์เมอร์ α-Factor1085  (5’ GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT 
3’)     ซึง่สามารถวิเคราะห์ลําดบันิวคลีโอไทด์ของยีน phyA170 ได้ โดยดรูายละเอียดของลําดบันิ
วคลีโอไทด์ในภาคผนวก ค 

 
3.2.5.6.  การตรวจสอบประสิทธิภาพในการผลิตรีคอมบแินนท์โปรตนี        
            PhyA170  ของยสีต์ P. pastoris  ในระดบั small-scale 
 

       ตรวจสอบประสทิธิภาพของการผลติรีคอมบแินนท์โปรตีน PhyA170 ในระดบั small-
scale ด้วยการเพาะเลีย้งยีสต์ P. pastoris ทัง้ท่ีบรรจพุลาสมิดสายผสมกลาย (pPICZαA -
mPhyA170) และ พลาสมดิสายผสมดัง้เดมิ (pPICZαA -rPhyA170)  ซึง่จะใช้เป็นตวั positive 
control  และ ใช้ยีสต์ P. pastoris  ท่ีไมไ่ด้บรรจพุลาสมิด pPICZαA เป็นตวั negative control  
โดยทําการเข่ียเชือ้จากโคโลนีเด่ียวของยีสต์  P. pastoris    ใสล่งในหลอดทดลองขนาด 50 
มิลลลิติร ท่ีมีอาหารเหลว YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose Medium)  5 มิลลลิติร 
จากนัน้นําไปเลีย้งบนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมู ิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง   จากนัน้ปิเปตสารละลายเซลล์ยีสต์  250 ไมโครลิตร  (0.1%)  ใสล่งในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลลิติร ท่ีมีอาหารเหลว BMGY 25  มิลลลิติร (Buffered Glycerol-complex 
medium Invitrogen USA)  จากนัน้นําไปเลีย้งบนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ท่ี
อณุหภมูิ  30   องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หรือ จนเชือ้มีคา่การดดูกลืนแสงอยูท่ี่ 2-6 เท
สารละลายเซลล์ยีสต์ลงในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลลิติร นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 3000 ×g 
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นาน 5 นาที เทสารละลายสว่นใสทิง้ กระจายตะกอนเซลล์ด้วยอาหารเหลว BMMY (Buffered 
Methanol-complex medium Invitrogen USA)  5 มิลลลิติร จากเทสารละลายเซลล์ลงในฟลาสก์
ขนาด 50  มิลลลิติรจากนัน้นําไปเลีย้งบนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมู ิ 30 

องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 5 วนั  โดยจะมีการเตมิแอบโซลทูเมทานอล 150 ไมโครลติร ทกุ 24 ชัว่โมง 
เพ่ือรักษาระดบัความเข้มข้นของเมทานอล (3% เมทานอล) ให้คงท่ี โดยเมทานอลเป็นตวัเหน่ียวนํา
ให้มีการผลติรีคอมบแินนท์โปรตีน phyA170  และทกุวนัจะมีการเก็บตวัอยา่งสารละลายเซลล์ยีสต์
ปริมาณ 150 ไมโครลติร นํามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที นาน 30 วนิาที เก็บสว่น
ใสท่ีแยกจากตะกอน (supernatant)  มาวิเคราะห์ประสทิธิภาพในการผลติรีคอมบแินนท์โปรตีน 
phyA170 ด้วย 10% SDS-PAGE  

 
3.2.5.7.   การวิเคราะห์ปริมาณโปรตนีด้วย Sodium Dodecyl Sulfate  
            Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 

 
 นําโปรตีนผสมกบั 5x sample buffer (250 ไมโครโมลาร์ Tris-HCl  pH 6.8 0.5 โม
ลาร์ DTT 10%(w/v) SDS 0.02% bromophenol blue และ 50%(v/v) glycerol) แล้วต้ม
สารละลายโปรตีนในนํา้เดือดเป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที 
เป็นเวลา 5 นาที แล้วจงึ load สารละลายโปรตีนใน 10เปอร์เซนต์ polyacrylamide gel  ซึง่มี
สว่นประกอบดงัตารางท่ี  โดยจ่ายกระแสไฟฟ้า 120 โวลต์ เป็นเวลา 90 นาที จากนัน้จงึย้อม 
polyacylamide gel ด้วยสารละลาย Coomassie Brilliant Blue R-250 โดยเปรียบเทียบขนาด
และความเข้มข้นของแถบโปรตีนกบัแถบโปรตีนมาตรฐาน (PAGE  RulerTM Prestain Ladder 
Fermentas)  
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ตารางท่ี  3.2 
สว่นประกอบในการเตรียม 10% polyacrylamide gel สําหรับการวิเคราะห์ 

โปรตีนด้วยเทคนิด SDS-PAGE 
 

ส่วนประกอบ 10เปอร์เซนต์ Separating 
gel 

5เปอร์เซนต์ Stacking 
gel 

Distilled water 3.2 มิลลลิติร 2.3 มิลลลิติร 

1.5 M Tris-HCl pH 8.8 + 0.4% SDS 2.0 มิลลลิติร - 

0.5 M Tris-HCl pH 6.8 - 1.0 มิลลลิติร 

30% Acrylamide 
(Acrylamide: Bis-acrylamide = 29:1) 

2.67 มิลลลิติร 0.66 มิลลลิติร 

10% Ammonium persulfate 100 ไมโครลติร 50 ไมโครลติร 

TEMED 5 ไมโครลติร 3 ไมโครลติร 
 
 

3.2.5.8.   การผลิตรีคอมบแินนท์โปรตนี PhyA170 ด้วยยสีต์ P. pastoris  
 

 ทําการผลติรีคอมบแินนท์โปรตีน PhyA170 ของยีสต์ P. pastoris  ท่ีบรรจพุลาสมดิ
สายผสมกลาย (pPICZαA-mPhyA170) และ พลาสมิดสายผสมดัง้เดมิ (pPICZαA-rPhyA170) 
เพ่ือนําไปใช้ในการทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ phytase โดยทําการเข่ียเชือ้จากโคโลนีเด่ียวของ
ยีสต์  P. pastoris    ใสล่งในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลลิติร ท่ีมีอาหารเหลว YPD 5 มิลลลิติร
จากนัน้นําไปเลีย้งบนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ท่ีอณุหภมู ิ 30 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง   จากนัน้ปิเปตสารละลายเซลล์ยีสต์  625 ไมโครลิตร  (0.5%)  ใสล่งในฟลาสก์
ขนาด 1000 มิลลลิติร ท่ีมีอาหารเหลว BMGY 125 มิลลลิติร (Buffered Glycerol-complex 
medium Invitrogen USA)  จากนัน้นําไปเลีย้งบนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ท่ี
อณุหภมูิ  30   องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หรือจนเชือ้มีคา่การดดูกลืนแสงอยูท่ี่ 4-5 เท
สารละลายเซลล์ยีสต์ลงในขวดพลาสตกิขนาด 250 มิลลลิติร นําไปป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 3000 ×g 
นาน 5 นาที เทสารละลายสว่นใสทิง้และกระจายตะกอนเซลล์ด้วยอาหารเหลว BMMY (Buffered 
Methanol-complex medium Invitrogen USA)  25 มิลลลิติร จากเทสารละลายเซลล์ลงในฟ



 

 54

ลาสก์ขนาด  250  มิลลลิติร จากนัน้นําไปเลีย้งบนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 200 รอบตอ่นาที ท่ี
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 3 วนั  โดยจะมีการเตมิแอบโซลทูเมทานอล 750 ไมโครลติร 
ทกุ 24 ชัว่โมง เพ่ือรักษาระดบัความเข้มข้นของเมทานอล (3% เมทานอล) ให้คงท่ี โดยเมทานอล
เป็นตวัเหน่ียวนําให้มีการผลติรีคอมบแินนท์โปรตีน PhyA170 และทกุวนัจะมีการเก็บตวัอยา่ง
สารละลายเซลล์ยีสต์ปริมาณ 750 ไมโครลติร นํามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 12000 รอบตอ่นาที นาน 
30 วินาที เก็บสว่น supernatant  มาวิเคราะห์ปริมาณรีคอมบแินนท์โปรตีน PhyA170 ด้วย 10% 
SDS-PAGE และนําไปทดสอบคา่กิจกรรมของเอนไซม์ phytase ตอ่ไป 
 

3.2.6.   การทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ phytase  
 

             ทดสอบกิจกรรมของเอนไซม์ phytase  โดยอ้างอิงจากวิธีของ Engelen 1994 โดย
ปฏิกิริยามีปริมาตรรวม 1 มิลลลิติร  สว่นประกอบตา่งๆ  ท่ีใช้ในการทําปฏิกิริยาได้แก่   สารละลาย
ตวัอยา่งของรีคอมบแินนท์โปรตีน PhyA170 ซึง่คาดวา่จะมีกิจกรรมของเอนไซม์ phytase ซึง่
ละลายอยูใ่น 0.1 M acetate buffer pH 5.5  ปริมาณ 100 ไมโครลติร และ สบัสเทรต 0.5% 
phytic acid ใน 0.1 M acetate buffer pH 5.5 ปริมาณ 400 ไมโครลติร  ทําปฏิกิริยาในหลอด
ทดลองขนาด 1.5 มิลลลิลิตร ท่ีสภาวะอณุหภมูิ  50 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาที  จากนัน้
หยดุปฏิกิริยาด้วยการเตมิ 500 ไมโครลิตร ของ   stop/color reagent  [25% (v/v) ammonium 
heptamolybdate stock solution 25% (v/v) ammonium vanadate stock solution และ 16.5% 
(v/v) 65% nitric acid ]   โดยถ้าสารละลายปรากฏเป็นสีเหลือง แสดงวา่สารละลายรีคอมบแินนท์
โปรตีนมีกิจกรรมของเอนไซม์ phytase และนําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโน
เมตร เพ่ือนําคา่ท่ีได้ไปคํานวณหาคา่กิจกรรมของเอนไซม์ของเอนไซม์ตอ่ไป  โดย 1 ยนิูตของ
เอนไซม์หมายถึง จํานวนของเอนไซม์ phytase ในการปลดปลอ่ยสาร inorganic phosphate 
ออกมา 1 ไมโครโมลตอ่นาที  
 

3.2.6.1. การทดสอบหาค่า  pH  และ ระดบัอุณหภมิูที่เหมาะสมต่อการทาํงาน  
           ของเอนไซม์ phytases 
 

 ในการทดสอบหาสภาวะ  pH ท่ีเหมาะสมตอ่การทํางานของเอนไซม์ phytases จะ
ทําการทดลองหาคา่กิจกรรมของสารละลายรีคอมบแินนท์โปรตีน PhyA170 ท่ีคาดวา่มีกิจกรรม
ของเอนไซม์ phytases  จะทดสอบการทําปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
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กบัสารละลายสบัสเทรต phytic  ในสารละลายบฟัเฟอร์ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ ท่ีสภาวะ 
pH ดงัตอ่ไปนี ้ glycine-HCl (pH 2.0 3.0 และ 4.0) sodium acetate (pH 4 4.5 5.0 5.5 และ6.0) 
3-(N-morpholino)propanesulfonic acid (MOPS) (pH 6.5 7.0 และ 7.5) Tris-HCl (pH 7.0 8.0 
และ 9.0)  และ glycine-NaOH (pH10) ในสว่นการทดสอบหาสภาวะอณุหภมูิท่ีเหมาะสมตอ่การ
ทํางานของเอนไซม์ phytases จะทดสอบโดยหาคา่กิจกรรมของสารละลายรีคอมบแินนท์โปรตีน 
phyA170 ท่ีคาดวา่มีกิจกรรมของเอนไซม์ phytases จากการทําปฏิกิริยากบัสารละลายสบัสเทรต 
phytic acid ในสารละลายบฟัเฟอร์ความเข้มข้น 100 ไมโครโมลาร์ ในช่วงท่ีสภาวะ pH ท่ี
เหมาะสมในการทํางานของโปรตีนกลายแตล่ะชนิดเป็นเวลา 15 นาที ท่ีช่วงอณุหภมูิตัง้แต ่ 40 50 
60 70 80 และ 90  องศาเซลเซียส ท่ี pH 5.5   
 

3.2.6.2. การทดสอบความทนทานต่อสภาวะความเป็นกรด-เบส และความ 
           ร้อนของเอนไซม์ phytases 

 
 ในการทดสอบการทนทานตอ่สภาวะความเป็นกรดเบสของเอนไซม์ phytases จะ
ทดสอบโดยการนําสารละลายรีคอมบแินนท์โปรตีน phyA170 ท่ีคาดวา่มีกิจกรรมของเอนไซม์ 
phytase  เจือจางในสารละลายบฟัเฟอร์ท่ีมีคา่ pH ตัง้แต ่2-10  บม่ท่ีอณุหภมู ิ25 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 ชัว่โมง  จากนัน้นําสารละลายรีคอมบแินนท์โปรตีน phyA170 50 ไมโครลติร มาทํา
ปฏิกิริยากบัสารละลายสบัสเทรต 0.5 เปอร์เซนต์ phytic acid  450 ไมโครลติร ในหลอดทดลอง
ขนาด 1.5 มลิลลิติร ท่ีสภาวะอณุหภมู ิ 50 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาที  จากนัน้หยดุปฏิกิริยา
ด้วยการเตมิ 500 ไมโครลติร ของ stop/color reagent [25% (v/v) ammonium heptamolybdate 
stock solution 25% (v/v) ammonium vanadate stock solution และ 16.5% (v/v) 65% nitric 
acid ]    
 ในการทดสอบความทนทานตอ่ความร้อนท่ีอณุหภมูิระดบัตา่งๆ  จะทดสอบโดยการ
นําสารละลายรีคอมบแินนท์โปรตีน PhyA170 ท่ีคาดวา่มีกิจกรรมของเอนไซม์ phytase โดยจะ
เลือกทดสอบเฉพาะโปรตีนกลาย Q50P Q50I และ Q50L เปรียบเทียบกบัโปรตีนดัง้เดมิซึง่เจือจาง
ในสารละลายบฟัเฟอร์ 100 ไมโครโมลาร์ sodium acetate pH 5.5  มาบม่ท่ีอณุหภมูิตัง้แต ่50 60 
70 80 90 และ 100 องศาเซลเซียส นาน  5 10 15 30 และ 60 นาที จากนัน้นํา  100 ไมโครลติร  
ของสารละลายรีคอมบแินนท์โปรตีน PhyA170 ท่ีคาดวา่มีกิจกรรมของเอนไซม์ phytase มาทํา
ปฏิกิริยากบัสารละลายสบัสเทรต 0.5 เปอร์เซนต์ phytic acid  400 ไมโครลติร ในหลอดทดลอง
ขนาด 1.5 มิลลลิติร ท่ีสภาวะอณุหภมู ิ 50 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาที  จากนัน้หยดุปฏิกิริยา
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ด้วยการเตมิ 500 ไมโครลติร ของ stop/color reagent [25% (v/v) ammonium heptamolybdate 
stock solution 25% (v/v) ammonium vanadate stock solution และ 16.5% (v/v) 65% nitric 
acid ]    จากนัน้นําไปวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร เพ่ือนําคา่ท่ีได้ไป
คํานวณหาคา่กิจกรรมของเอนไซม์ตอ่ไป  โดย 1 ยนิูตของเอนไซม์หมายถงึ จํานวนของเอนไซม์ 
phytase ท่ีใช้ในการเร่งปฏิกิริยาให้ inorganic phosphate ออกมา 1 ไมโครโมลตอ่นาที    และหา
คา่ relative activity  โดยกําหนดให้คา่กิจกรรมของเอนไซม์ phytase ท่ีมีคา่กิจกรรมสงูท่ีสดุ มีคา่ 
relative activity  คดิเป็น 100 เปอร์เซนต์ จากนัน้นําไปเทียบกบัคา่กิจกรรมของเอนไซม์ในสภาวะ 
pH ระดบัตา่งๆ หรือท่ีอณุหภมูิระดบัตา่งๆ  และคํานวณออกมาเป็นคา่เปอร์เซนต์ relative activity  
เพ่ือนําไปใช้ในการวิเคราะห์และสรุปผลตอ่ไป 
 

3.2.6.3.   การศึกษาค่าพารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ของเอนไซม์ phytases 
 
 ในการศกึษาคา่พารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ของเอนไซม์ phytases จะทําโดยทําการ
ทดสอบกิจกรรมของสารละลายตวัอยา่งรีคอมบแินนท์โปรตีน PhyA170 ในสารละลายบฟัเฟอร์ 
100 มิลลโิมลาร์ sodium acetate pH 5.5 ท่ีคาดวา่มีกิจกรรมของเอนไซม์ phytase โดยทํา
ปฏิกิริยาท่ีอณุหภมูิ  50 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 15 นาที กบัสารละลายสบัสเทรต phytic  acid  
ท่ีความเข้มข้น 10 ระดบั ได้แก่  0.0001 0.001 0.01 0.1 0.25 0.5 1 2.5 5 10 และ 12.5 มิลลโิม
ลาร์ โดยคํานวณคา่พารามิเตอร์ทางจลนศาสตร์ของเอนไซม์ phytases โดยใช้หลกัการของสมการ 
Michaelis-Menten ซึง่จะใช้โปรแกรม KALEIDA-GRAPH version 3.51 (Synergy)  ในการ
วิเคราะห์หาคา่พารามิเตอร์ชนิดตา่งๆ       
 


